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Résumé 
 
La sénescence cellulaire, ou l’arrêt irréversible de la prolifération, influence des processus 
physiologiques et pathologiques, comme le cancer. Parmi les caractéristiques de la sénescence, 
se retrouve le PSAS ou phénotype sécrétoire associé à la sénescence. Le PSAS est composé 
d’une variété de cytokines, facteurs de croissance et protéases. Ses actions pro- et anti-
tumorale sont connues, mais l’on ignore laquelle prédomine. Mes travaux s’attardent aux 
effets du PSAS sur l’induction de la sénescence dans les cellules environnantes et à sa 
régulation. Nous avons démontré que le PSAS ne synergise pas avec la dysfonction 
télomérique chronique ou aigue, afin de causer un arrêt de croissance. Également, l’étude du 
mécanisme responsable de l’induction de la sénescence par stress à la chromatine, suggère que 
la kinase c-Abl n’est pas requise pour cette voie, contrairement à des publications antérieures. 
Mes travaux éclairent les mécanismes d’action et la régulation du PSAS dans la sénescence 
induite par dysfonction télomérique et par stress à la chromatine.  
 
Mots-clés : Sénescence, PSAS, Microenvironnement inflammatoire, Dysfonction télomérique, 
Histone désacétylase, Stress à la chromatine, c-Abl  
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Abstract 
 
Cellular senescence, or irreversible proliferation arrest, is known for its influence on 
physiological and pathological processes, such as cancer. Among the features found in the 
senescent phenotype is the inflammatory secretome, also known as the senescence associated 
secretory phenotype (SASP). The SASP consists of a variety of factors such as cytokines, 
growth factors and proteases. It is widely recognized that SASP can have either a pro- or anti-
tumor effect, but it is not clear which one predominates. My work focused on the SASP effects 
on the induction of senescence in surrounding cells and its regulation mechanisms. We 
demonstrated that the SASP does not synergize with chronic or induced telomere dysfunction 
to cause cellular proliferation arrest. Also, study of chromatin stress-induced senescence 
mechanism suggests that kinase c-Abl is not required for this pathway, contrary to what had 
been previously published. My work helps understand the regulatory and working mechanisms 
of the SASP in chromatin stress-induced and telomere dysfunction-induced senescence 
models.  
 
Keywords : Senescence, SASP, Inflammatory microenvironment, Telomere dysfunction, 
Histone deacetylase, Chromatin stress, c-Abl  
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INTRODUCTION 
La sénescence 
Le terme sénescence, du verbe latin senecsere est défini comme le « vieillissement naturel des 
tissus et de l’organisme » (Petit Larousse). En fait, la sénescence cellulaire fut d’abord décrite 
comme l’arrêt de prolifération irréversible. Elle consiste en un mécanisme limitant la 
prolifération des cellules humaines normales en culture [1] . Hayflick a décrit ce mécanisme 
comme suppresseur de tumeur, puisque seules les cellules ayant acquis certaines 
caractéristiques néoplasiques peuvent y échapper [2]. De plus, de par sa signification, la 
sénescence fut immédiatement associée au processus de vieillissement [3, 4]. L’implication de 
la sénescence dans le vieillissement normal et pathologique s’explique par le fait que le 
nombre de cellules sénescentes augmente avec l’âge. Plus particulièrement, on retrouve une 
augmentation des cellules sénescentes au niveau d’organes avec des évidences de sénescence 
p16-dépendante retrouvées au niveau du cerveau, du pancréas ou de mécanismes 
physiologiques affectés par la sénescence cellulaire associée au vieillissement, comme 
l’hématopoïèse [5-7]. D’un autre côté, les cellules sénescentes semblent également affecter 
l’intégrité de divers tissus du corps avec l’âge [8]. Ceci serait dû au réarrangement de 
l’expression génique accompagnant l’installation du phénotype sénescent (décrit plus bas), qui 
causerait une sécrétion de facteurs comme des cytokines, des métalloprotéases, etc.  
Aujourd’hui, la sénescence cellulaire est observée dans plusieurs processus physiologiques 
et pathologiques. En effet, en plus du vieillissement et de la suppression de tumeur auxquels 
elle est associée, la sénescence est impliquée dans les maladies liées à l’âge telles que le 
cancer, et la réparation tissulaire. De plus, elle agit dans d’autres processus physiologiques 
  2 
comme l’embryogenèse, pathologiques comme l’obésité, sans compter son qu’elle participe à 
la réponse aux traitements de chimiothérapie ou radiothérapie dans un contexte oncologique 
[1, 9-11]. Le Tableau 1 classe les différentes maladies dans lesquelles participe la sénescence 
cellulaire. Ainsi, l’association de la sénescence avec une myriade de processus biologiques en 
fait un sujet d’étude des plus pertinents. 
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Tableau 1 - Les maladies associées à la sénescence [1] 
Avec la permission de Macmillan Publishers Ltd: Nature (Munoz-Espin, D. and M. Serrano, Cellular senescence: from 
physiology to pathology. Nat Rev Mol Cell Biol, 2014. 15(7): p. 482-96.): p. 439-46), copyright 2014 
 
Table 2 | List of senescence-related diseases
Diseases Overall effect 
of senescence



















%[UVKEHKDTQUKU Not determined rSenescence is associated with the pathology 153







Skin wound healing and 
oral submucous fibrosis
Beneficial rSenescence is associated with the pathology and restricts fibrosis
r%%0KURTQUGPGUEGPVCPFNKOKVUHKDTQUKU
s







Beneficial Senescence is associated with the pathology and restricts fibrosis 89
Pancreatic fibrosis Not determined Senescence is associated with the pathology 164
Vascular diseases




Brain aneurysm and 
aortic aneurysm
Not determined Senescence is associated with the pathology 142,143
Metabolic disorders
Obesity Detrimental Senescence is associated with obesity and contributes to its pathological effects (systemic 
inflammation and insulin resistance)
s
6[RG|FKCDGVGU Detrimental Senescence is associated with the pathology and contributes to the disease s
Neurological disorders
#N\JGKOGToUFKUGCUG Not determined Senescence is associated with the pathology 149
2CTMKPUQPoUFKUGCUG Not determined Senescence is associated with the pathology 
Muscle disorders
Sarcopenia Detrimental rSenescence is associated with sarcopenia and aggravates the pathology
rInhibitors of MAPK p38α (also known as MAPK14) and MAPK p38β (also known as 
MAPK11) are antisenescent and restore the regenerative potential
125,126, 
s
Bone and cartilage disorders
Osteoarthritis Not determined Senescence is associated with the pathology 155,156
Intervertebral disc 
degeneration
Not determined Senescence is associated with the pathology 157,158
Ocular diseases
Macular degeneration Not determined Senescence is associated with the pathology 159,
Glaucoma Not determined Senescence is associated with the pathology 146
%CVCTCEVU Detrimental Senescence is associated with cataracts and aggravates the pathology 125,126
Other diseases
Pulmonary hypertension Beneficial rSenescence is associated with hypertension and restricts the pathology




Not determined Senescence is associated with the pathology s
Renal transplantation Detrimental Senescence is associated with mucositis and decreases transplantation success 79,88
Radiation-induced oral 
mucositis
Detrimental rSenescence aggravates the pathology
rRapamycin is antisenescent and protects from radiation-induced mucositis
141
Intestinal bowel disease Not determined Senescence is associated with the pathology 154
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1. Les mécanismes d’induction de la sénescence 
Le but de la sénescence est de prévenir la prolifération de cellules endommagées par des 
stresseurs intrinsèques ou extrinsèques. Divers stimuli peuvent initier la sénescence dans les 
cellules, mais tous convergent vers l’activation de p53 et/ou des inhibiteurs de kinases cyclines 
dépendantes Cdk, tels que p16INK4a qui entrainent éventuellement l’hypophosphorylation de 
RB [12]. L’arrêt de prolifération observé dans la sénescence est le fait de l’activation de p53 et 
de RB, tel que montré dans la Figure 1. Le facteur de transcription p53 est appelé le « gardien 
du génome » puisqu’il est capable d’arrêter le cycle cellulaire en G1 suite à un dommage à 
l’ADN [13, 14]. Après stimulus, p53, en plus d’initier directement l’arrêt de croissance, active 
une de ses cibles transcriptionnelles p21WAF1/CIP1, qui inhibe le complexe cycline E/Cdk2. De 
son côté, RB est en mesure d’initier la sénescence sous sa forme hypophosphorylée liée au 
facteur de transcription E2F [15]. En outre, c’est l’inhibition du complexe cycline E/Cdk2 par 
p21 qui permet à RB d’éviter la phosphorylation et qui le rend en mesure d’induire ou de 
maintenir un arrêt de prolifération [16]. Par ailleurs, p16, dont l’expression est augmentée lors 
d’un stress à la cellule, fut identifié comme le responsable d’une voie d’activation directe de 
RB par son inhibition des complexes cycline D/Cdk4,6 [17]. Quant à elle, l’activation de p53 
est contrôlée par deux mécanismes majeurs, soit la réponse aux dommages à l’ADN (RDA) et 
parallèlement via la protéine p19ARF, aussi appelée ARF [18]. D’abord, lorsque la cellule 
active la RDA telle que montrée dans la Figure 2, les protéines ATM ou ATR sont recrutées 
par le complexe MRN (Mre11-Rad50-Nbs1) ou RPA, les complexes RFC-like et 911 (Rad9-
Hus1-Rad1), respectivement et activées au site du dommage [19-22]. Il s’en suit une cascade 
d’activation qui comprend la phosphorylation du variant d’histone H2AX, qui permet une 
cascade d’évènements menant à l’arrimage de médiateurs tels 53BP1, MDC1, entrainant 
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l’amplification de la RDA à la chromatine, formant un foyer de dommage [19, 23, 24]. ATM 
et ATR activent ensuite des protéines effectrices comme p53, CDC25 et SMC1 ainsi que les 
kinases effectrices CHK1 et CHK2 [21] via des protéines médiatrices telles que MDC1, 
53BP1, BRCA1 et claspine. La propagation du signal et l’activation de plusieurs cibles 
effectrices de la RDA, se font par ces protéines effectrices, notamment par p53 [22, 25]. En 
plus de son implication dans l’établissement de la sénescence après un dommage à l’ADN, 
p53 module la transcription de nombreuses protéines dont plusieurs impliquées dans les 
processus d’apoptose comme les protéines BH3-uniques, d’arrêt du cycle cellulaire telle p21, 
de la réparation des dommages à l’ADN, et de régulation de la croissance cellulaire entre 
autres via son effet sur l’axe IGF-1 [26]. La RDA est représentée dans la Figure 2 [22]. Tel 
qu’affirmé plus haut, p53 peut aussi être activé par la protéine p19ARF [11]. Celle-ci est induite 
en présence de stress et vient, entre autres, réguler l’activation de p53 par la RDA. Plus 
précisément, elle permet le maintien de l’activation de p53 en séquestrant dans le nucléole, la 
E3 ubiquitine ligase HDM2 (MDM2 chez la souris) responsable de la dégradation de p53 [27]. 
Enfin, en présence de dommages à l’ADN, p53 est responsable de l’équilibre cellulaire, et 
détermine le sort de la cellule [26]. En effet, la machinerie de la RDA est en mesure d’induire 
un arrêt de prolifération transitoire, permettant à la cellule de réparer les dommages causés à 
son ADN. Cependant, en présence d’un trop grand nombre de dommages, ou encore dans le 
cas d’insultes irréparables, p53 induit l’apoptose, ou encore la sénescence. Le mécanisme 








these tissues and contribute to their deterioration, established thatp16Ink4a
is an effector of senescence and ageing15. However, in contrast to in vitro
findings, p19Arf, p53 andp21prevented senescence and age-relatedpathol-
ogies in vivo15,36. These unexpected findings led to the concept of ‘assisted’
cell cycling (analogous to assisted living) in which ageing cells, coping with
an increasing burden ofmacromolecular damage andother chronic stresses,
manage to retain their proliferativepotential for awhile by extending cell-
cycle duration in a p21-dependentmanner to provide extra time tomend
cellular disabilities through engagement of compensatorymechanismsor
repair (Fig. 1). Although this concept is supported by the observation that
the cell-cycle time of cultured primary human cells markedly increases
with passaging37, it clearly requiresmore validation and generalization. Inac-
tivation of p21 improves stem cell function in intestinal crypts and bone
marrow inmutantmicewith short telomeres38, indicating that in situations
where irreparable damage produces a sustained and robust p53 response,
p21 acts to promote tissue deterioration by executing senescence.
In vitro studies of cellular senescence have traditionally been performed
using a single senescence-inducing stimulus (that is, high-dose radiation
or oncogenes; Fig. 1).However, in the context of organismal ageing, indi-
vidual cells experiencemultiple cellular pressures, includingvariouskindsof
genotoxic, proteotoxic andmitotic stresses3,39. Thus, to advance our under-
standing of these processes, it will be imperative to examine how combi-
nations of diverse senescence-promoting stressors impact the actions of
the various downstream effector pathways and the characteristics of the
resulting senescent phenotypes. Furthermore, while cellular senescence
iswell recognizedas an in vivo tumour suppressivemechanism, its irrevers-
ibility remains a topic of debate.However, compellingnew evidence indi-
cates that BRAF(V600E) oncogene-induced senescence (OIS) can be
reversed by activation of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) or inhibi-
tion of PDH (Fig. 1)23,40. In addition, senescent cells have been success-
fully dedifferentiated into pluripotent stem cells41.
Senescence is a multi-step evolving process
Until recently, senescencewas viewed as a static endpoint.However, several
recent observations support the hypothesis that senescence can be a highly
dynamic, multi-step process, during which the properties of senescent cells
continuously evolve and diversify, much like tumorigenesis but without
cell proliferation as a driver (Fig. 2)42–44. The initiating step is the transi-
tionof temporal to stable cell-cycle arrest,which typically involvesprolonged
inhibition of Cdk–cyclin activity by p21, p16Ink4a, or both. A change in
p53 expression from intermittent to continuousmay be a critical event in
the transition from temporal to persistent growth arrest45.
For the progression to full senescence, it seems that laminB1downregula-
tion triggersbothglobaland localmodifications inchromatinmethylation46–48
(Fig. 2). Somemammaliancell types formregionsofhighly condensedchro-
matin called senescence-associated heterochromatin foci (SAHFs)49–51.
SAHFs, which are enriched in chromatinmodifications such as S83-HP1c,
HIRA,ASF1,macroH2A,H3K9me3andcH2AX,sequestergenes implicated
in cell-cycle control, a phenomenon that seems to reinforce the senescence-
associated growth arrest. Decondensation of (peri)centromeric satellite
heterochromatinhas been identified as a universal hallmarkof senescence
that precedes SAHF formation52. Senescence-related chromatin remodel-
ling leads to profound transcriptional changes48,53,54. Among the assortment
of upregulated genes is a prominent subset of genes that encode secreted
proteins, including cytokines and chemokineswith proinflammatory prop-
erties, as well as various growth factors and proteases that together alter
tissue structure and function. Collectively, these factors are referred to as
the senescence-associated secretory phenotype (SASP)55,56 or senescence-
messaging secretome (SMS)57. The SASP is one of the key characteristics
that distinguish senescent cells from quiescent, terminally differentiated,
and other types of non-proliferating cells (Fig. 2). In certain cases, the SASP
is dependent on persistent DNA damage signalling56, such as that created
through a positive feedback loop betweenDDR signalling and ROS35. This
loop was uncovered using human fibroblast lines in which dominant-
negative TRF2or highdose ionizing radiation induced telomere-dependent
and telomere-independentDDRsignalling, respectively. Both typesofDDR
signalling were found to cause mitochondrial dysfunction and production
of ROS which led to new DNA damage and continued DDR signalling.
Consistent with this, primary human fibroblasts overexpressing p16Ink4a
or p21 undergo senescent growth arrest but fail to activate the DDR and
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Figure 1 | Senescence-inducing stimuli and main effector pathways.
A variety of cell-intrinsic and -extrinsic stresses can activate the cellular
senescence program. These stressors engage various cellular signalling cascades
but ultimately activate p53, p16Ink4a, or both. Stress types that activate p53
through DDR signalling are indicated with grey text and arrows (ROS elicit the
DDR by perturbing gene transcription and DNA replication, as well as by
shortening telomeres). Activated p53 induces p21, which induces a temporal
cell-cycle arrest by inhibiting cyclin E–Cdk2. p16Ink4a also inhibits cell-cycle
progression but does so by targeting cyclin D–Cdk4 and cyclin D–Cdk6
complexes. Both p21 and p16Ink4a act by preventing the inactivation of Rb,
thus resulting in continued repression of E2F target genes required for S-phase
onset. Upon severe stress (red arrows), temporally arrested cells transition into
a senescent growth arrest through a mechanism that is currently incompletely
understood. Cells exposed to mild damage that can be successfully repaired
may resume normal cell-cycle progression. On the other hand, cells exposed
to moderate stress that is chronic in nature or that leaves permanent damage
may resume proliferation through reliance on stress support pathways
(green arrows). This phenomenon (termed assisted cycling) is enabled by
p53-mediated activation of p21. Thus, the p53–p21 pathway can either
antagonize or synergize with p16Ink4a in senescence depending on the type and
level of stress. BRAF(V600E) is unusual in that it establishes senescence
through a metabolic effector pathway. BRAF(V600E) activates PDH by
inducing PDP2 and inhibiting PDK1 expression, promoting a shift from
glycolysis to oxidative phosphorylation that creates senescence-inducing redox
stress. Cells undergoing senescence induce an inflammatory transcriptome
regardless of the senescence inducing stress (coloured dots represent various
SASP factors). Red and green connectors indicate ‘senescence-promoting’
and ‘senescence-preventing’ activities, respectively, and their thickness
represents their relative importance. The dashed green connector denotes a
‘senescence-reversing’ mechanism.
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Figure 1. Les stimuli et les mécanismes induisant la sénescence. Plusieurs stress 
intrinsèques et extrinsèques peuvent induire la sénescence cellulaire. Ces différents 
stresseurs initient des voies de signalisation qui mènent éventuellement à l’activation de 
p53, p16INKA, ou les deux. Les stimuli qui entrain t la RDA et activent p53 ainsi que 
ses effecteurs sont indiqués en gris. Suite à un stress important les cellules voient leur 
prolifération transitoirement arrêtée. Elles peuvent ensuite réparer les dommages qui 
leur ont été faits et entrer de nouveau dans le cycle cellulaire ou initier le programme de 
sénescence cellulaire. Les cellules sénescence produisent un sécrétome inflammatoire.  
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Is oncogene-induced senescence distinct from 
chromatin or telomere/damage-induced senescence? 
Perhaps not; for example, oncogenic RAS induces p16 
and the formation of SAHFs45,87,88. Moreover, although 
oncogene-induced senescence does not entail telomere 
shortening, many oncogenes induce a robust DDR 
owing to the DNA damage that is caused by aberrant 
DNA replication. This DDR has a causal role in both the 
initiation and maintenance of oncogene-induced senes-
cence because its experimental downregulation prevents 
senescence, allows cell proliferation and predisposes cells 
to oncogenic transformation20,89.
Oncogene-induced senescence was first identified 
in cultured cells and does not occur in all cells90,91, so is 
it physiologically relevant? Recent findings show that 
oncogenes elicit a senescence response that curtails the 
development of cancer83,92–95. In mice, strong mitogenic 
signals that are caused by activated oncogenes, or loss of 
the tumour suppressor protein PTEN (which dampens 
mitogenic signals), cause benign lesions that consist of 
senescent cells. Likewise, benign naevi in human skin 
contain cells that express oncogenic BRAF and are 
senescent. These findings suggest that oncogene-induced 
senescence occurs and suppresses tumorigenesis in vivo. 
Tumorigenesis requires additional mutations — notably 
in p53 or p16 — that prevent or perhaps reverse the 
senescence growth arrest92,93,95.
Stress and other inducers of senescence. Sustained sig-
nalling by certain anti-proliferative cytokines, such as 
interferon-B, also causes senescence. Acute interferon-B 
stimulation reversibly arrests cell growth, but chronic 
stimulation increases intracellular oxygen radicals and 
elicits a p53-dependent DDR and senescence96. Likewise, 
chronic signalling by transforming growth factor-B, 
an inhibitor of epithelial cell proliferation, induces senes-
cence by promoting p16–pRB-dependent heterochromatin 
formation97,98.
Finally, the loosely defined phenomenon referred 
to as cell-culture stress, or ‘culture shock’, can induce 
p16-dependent, telomere-independent senescence. For 
example, human keratinocytes and mammary epithelial 
cells spontaneously express p16 and senesce with long 
telomeres under standard culture conditions. This does 
not occur when the cells are cultured on feeder layers 
(‘lawns’ of fibroblasts), but after many doublings on 
feeder layers, the cells eventually undergo telomere-
dependent senescence99. These findings suggest that, 
in addition to hyperphysiological growth conditions, 
inadequate growth conditions also induce senescence.
Some cells lack a p16-dependent senescence response 
because the gene encoding p16 is silenced, often by DNA 
methylation100,101. Many human cell cultures, including 
fibroblasts, are heterogeneous and replicatively senesce 
as mosaics; some cells senesce due to the expression of 
p16 and others senesce due to telomere shortening and 
a p53-dependent DDR16,52,53. The stimuli that induce p16 
are poorly understood. In some cells, oxidative stress 
induces p16 (REFS 70,102), but this is not always the case53. 
Oncogenic RAS can induce p16 by phosphorylating and 
activating ETS transcription factors87, but expression 
of p16 is controlled by multiple factors, including the 
chromatin state44,77,103.
The expression of p16 and a loss of p16 inducibility 
also occur in vivo. Expression of p16 increases with age 
in many murine tissues51,104, and was recently shown to 
increase in murine haematopoietic, neuronal and pancre-
atic stem or progenitor cells in vivo105–107. This expression 
prevents stem-cell proliferation, possibly by inducing 
senescence. Moreover, human mammary epithelial cells 
spontaneously silence p16 via promoter methylation 
in vivo108 such that, as in culture, the adult breast epithelial 
compartment is mosaic for the expression of p16.
Control by the p53 and p16–pRB pathways
The senescence growth arrest is established and main-
tained by the p53 and p16–pRB tumour suppressor 
pathways (FIG. 4). These pathways interact but can 
Figure 3 | The DNA-damage response. DNA damage in the form of DNA double-strand 
breaks and other DNA discontinuities is thought to be sens d by a host of f ctors such as 
replication protein A (RPA) and replication factor C (RFC)-like complexes (which contain 
the cell-cycle-checkpoint protein RAD17). These complexes recruit the 911 complex 
(RAD9–HUS1–RAD1). Damage is also sensed by the MRN complex (MRE11–RAD50–
NBS1). Detection of DNA damage then leads to the activation of upstream protein 
kinases such as ataxia telangiectasia mutated (ATM) and ATM and Rad-3 related (ATR), 
which trigger immediate events such as phosphorylation of the histone variant H2AX. 
The modified chromatin recruits multiple proteins. Some of these proteins augment 
signalling by the upstream kinases, participate in transducing the damage signal and 
optimize repair activities by other proteins, the identity of which depends on the nature 
of the damage and position in the cell cycle (for example, the DNA end-stabilizing 
heterodimers Ku70/80, DNA ligases such as ligase IV, exonucleases such as MRE11,  
DNA helicases such as BLM). Several adaptor proteins, including MDC1, 53BP1, BRCA1 
and claspin, orchestrate the orderly recruitment of DNA-damage response proteins, as 
well as the function of downstream kinases such as checkpoint-1 (CHK1) and CHK2, 
which propagate the damage signal to effector molecules such as SMC1, CDC25 and  
the tumour suppressor p53. The effector molecules halt cell-cycle progression, either 
transiently or permanently (senescence), or trigger cell death (apoptosis). 53BP1, p53-
binding protein-1; BRCA1, breast cancer type-1 susceptibility protein; HUS1, 
hydroxyurea-sensitive-1 protein; MDC1, mediator of DNA damage checkpoint protein-1; 
MRE11, meiotic recombination-11 protein; NBS1, Nijmegen breakage syndrome-1 
protein; SMC1, structural maintenance of chromosomes protein-1. 
REVIEWS
734 | SEPTEMBER 2007 | VOLUME 8  www.nature.com/reviews/molcellbio
Reprinted from Macmillan Publishers Ltd: Nature (Campisi, J. and F. d'Adda di Fagagna, Cellular senescence: when 
bad things happen to good cells. Nat Rev Mol Cell Biol, 2007. 8(9): p. 729-40), copyright 2014 
 
Figure 2. La réponse aux domm ges à l’ADN (RDA). Les dommage  à l’ADN, qu’ils soient sous 
la forme de cassures double-brin ou de molécule d’ADN discontinue, sont captés par des plusieurs 
facteurs com e le complexe MRN (Mre11-Rad50-NBS1). Les complexes RPA et RFC-like, qui à 
leur tour recrutent le complexe 911 (Rad9-Hus1-Rad1), reconnaissent également les lésions de 
l’ADN. Il s’en suit une activation de kinases co me ATM et ATR qui entrainent une 
phosphorylation du variant d’histone H2AX. La modification de la chromatine qui en résulte permet 
le recrutement de plusieurs protéines médiatrices, entre autres MDC1, 53BP1, BRCA1 et claspine. 
Ces protéines organisent l’activation des protéines kinases effectrices CHK1 et CHK2, ainsi que des 
effecteurs comme p53, CDC25 et SMC1, responsables de diriger la cellule vers l’arrêt de croissance 
transitoire, l’apo t s  ou la sénescence. 
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2. Les inducteurs de la sénescence 
Les stimuli qui induisent la sénescence sont nombreux et constituent tous une forme 
d’insulte pour la cellule. Toutefois, si le stress au nucléole, au fuseau mitotique ou les insultes 
épigénétiques semblent causer la sénescence via l’activation de p16, un important nombre 
d’autres stimuli vient plutôt activer la réponse aux dommages à l’ADN et l’activation 
subséquente de p53 [11]. La RDA telle que décrite plus haut peut être initiée par une grande 
diversité de perturbations dans l’intégrité de la molécule d’ADN. Il est pertinent de souligner 
que parmi les stimuli connus, sont retrouvés : la dysfonction télomérique due à l’érosion des 
télomères, les bris doubles brins à l’ADN suite à la radiation ionisante, l’expression 
d’oncogènes, le remodelage de la chromatine, le stress oxydatif, les drogues cytotoxiques, les 
rayons UV, pour ne nommer que ceux-ci. Je ne discuterai que des quatre premiers pour les fins 
de ce mémoire. 
 
2.1. La dysfonction télomérique  
Afin de mieux comprendre la dysfonction télomérique, il est nécessaire de se pencher sur 
la structure que représente le télomère et de mieux situer sa fonction dans le maintien de 
l’intégrité génomique.  
L’extrémité des chromosomes peut être comparée au talon d’Achille de la cellule. En effet, 
au cours de la réplication de l’ADN, le fait que l’ADN polymérase ne soit pas en mesure 
d’ajouter des nucléotides en 3’à5’ entraine un raccourcissement du brin 5’à3’ discontinu à 
chaque ronde. C’est ce que l’on appelle le « end replication problem » de l’ADN polymérase 
[28]. Effectivement celle-ci ne peut remplir les trous laissés par les amorces d’ARN 
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synthétisées par l’enzyme primase, une ARN polymérase utilisée pendant la réplication, en 5’, 
laissant les extrémités flottantes vulnérables à la dégradation par les exonucléases de la cellule 
(World of the cell 7th edition, 2009). Ainsi, du précieux matériel codant pour des gènes 
importants peut être perdu à chaque réplication si rien ne protège ces extrémités. Également, 
puisque l’ADN chez l’humain est linéaire, si les extrémités des chromosomes ne sont pas 
protégées elles sont reconnues comme des cassures double-brins de l’ADN [29]. Ceci 
engendre la RDA qui peut alors diriger la cellule vers la sénescence, ou encore vers la mort 
cellulaire. 
L’organisme eucaryote a développé un outil afin de protéger cette région vulnérable, c’est-
à-dire le télomère. Les télomères sont de courtes séquences d’ADN, répétées aux extrémités 
des chromosomes qui pallient de diverses façons au problème de fin de réplication [30]. Ces 
séquences, aussi appelées TEL sequence, contiennent un pourcentage élevé de base azotée G, 
telles que TTAGGG chez l’humain [31, 32]. En effet, le ratio de base G dans le brin 3’ flottant 
aurait une importance dans la régulation du raccourcissement télomérique [33]. Les télomères 
humains, par exemple, contiennent entre 100 et 1500 copies de cette séquence (World of the 
cell 7th edition, 2009). Ceci évite à la cellule de perdre du matériel codant à chaque 
réplication.  
Les télomères ont également un rôle de coiffe, afin de prévenir que l’extrémité flottante du 
chromosome ne soit reconnue comme un dommage à l’ADN et n’active la RDA. Pour ce faire, 
le télomère forme une boucle-T (T-loop) avec l’aide de nombreuses protéines qui forment 
ensemble le complexe télomérique [34, 35]. Le complexe shelterin est d’ailleurs responsable 
de la formation de cette boucle [36]. Celui-ci est formé de six protéines, TRF1, TRF2, TIN2, 
Rap1, POT1 et TPP1, et est responsable d’empêcher la reconnaissance de l’extrémité du 
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chromosome comme un dommage à l’ADN, de réprimer les mécanismes de réparation de 
l’ADN et de réguler le maintien des télomères par la télomérase [37]. Les répétitions des 
séquences TEL sont reconnues par les protéines TRF1, TRF2 et dans certains cas POT1 [38]. 
TRF2 joue un rôle primordial afin d’empêcher l’activation de la RDA au niveau des télomères 
[39]. D’ailleurs, l’expression d’un dominant négatif de TRF2 dans les cellules en culture initie 
les mécanismes semblables à ceux induits par les cassures double-brins de l’ADN, par 
exemple l’apoptose [40]. TRF1/TRF2 permettent ensuite le recrutement de Rap1 et de TIN2 
[41, 42]. TIN2 semble nécessaire à l’action de TRF1/TRF2 puisqu’il établit un lien entre ces 
protéines et TPP1 [37, 43]. D’ailleurs la présence d’un mutant de délétion pour TIN2 entraine 
une déstabilisation de TRF1 et TRF2, et active la RDA au télomère [44].  
Enfin, certaines cellules ont un troisième outil afin d’assurer la protection des extrémités 
des chromosomes, c’est-à-dire la télomérase [45]. Cette protéine, appelée TERT (Telomerase 
Reverse Transcriptase) est retrouvée dans plusieurs espèces, mais également chez l’humain 
(hTERT) où elle est exprimée dans les cellules germinales [46, 47]. La télomérase est connue 
pour avoir plusieurs fonctions. On retrouve le site catalytique de la transcriptase inverse dans 
la moitié C-terminal de la protéine. Ensuite, c’est dans la moitié N-terminale que se loge le 
brin d’ARN servant de modèle pour l’ajout des nucléotides [48]. La télomérase ajoute des 
répétitions de séquences TEL aux extrémités des télomères. Ainsi, les télomères peuvent être 
rallongés après chaque division, et la barrière de sécurité qu’ils représentent demeure toujours 
intacte. Cependant, chez l’humain, les cellules qui expriment une telle enzyme sont des 
exceptions. En effet, les télomères s’érodent au fil des réplications de l’ADN. Une fois les 
télomères devenus trop courts, ils ne sont alors plus en mesure de former la boucle-T. À ce 
moment, la cellule reconnait l’extrémité flottante du chromosome comme un dommage à 
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l’ADN et induit un arrêt de croissance permanent via la RDA, ce que l’on appelle le stade M1 
ou sénescence. Lorsque la cellule en M1 perd certains acteurs des voies de points de contrôle 
de cycle cellulaire comme p53, p16 ou pRb, elle continue à proliférer malgré le 
raccourcissement des télomères. Lorsque le télomère devient si court qu’il ne peut plus coiffer 
et protéger le matériel codant du chromosome, la cellule entre alors en « crise » et initie 
normalement le programme de mort cellulaire, ce que l’on appelle le stade M2 [49, 50]. Il est 
possible de représenter les différentes composantes de la protection offerte par les télomères 
avec la Figure 3. De cette façon, il devient aisé d’imaginer que l’altération des acteurs de 
chacun de ces mécanismes pourrait interférer grandement avec l’intégrité des télomères, qui 
















Figure 4. An Example of the Mutual Rein-
forcement among the Different Molecular
Mechanisms that Contribute to Telomere
Function
Three such molecular mechanisms are de-
picted as legs that together support a foot-
stool (the capped state). When only one
mechanism is compromised or abrogated,
such as lack of functional telomerase (middle,
left) or short telomeres (middle, right), the
other components of the capping system can
compensate for its absence. For example,
long telomeres compensate for lack of telo-
merase (middle, left), and telomerase can
compensate for short telomeres (middle,
right). Capping functions often fail only when
two or more mechanisms are compromised,
such as in cells with both short telomeres and
no telomerase (bottom). See text for de-
scription.
mechanism is unknown. As the presence of a stable (Fulton and Blackburn, 1998; Prescott and Blackburn,
1997a).but inactive telomerase RNP particle is not sufficient
(Prescott and Blackburn, 1997b), it can be speculated
that the enzymatically competent conformation of telo- Cells without Telomerase
As shown in Figure 4 (top), the ability to sustain telomeremerase might signal to the cell to keep dividing. In this
light, it is of interest that, in cancer cells, telomerase capping can be metaphorically likened to the combined
action of the legs supporting a footstool. The situationslevels typically are significantly elevated, potentially
conferring a selective proliferative advantage on the with and without telomerase provide one example of
the interaction and mutual reinforcement among the dif-cells despite their often short telomeres. A small (10
amino acid) N-terminal deletion of Est2p in yeast pro- ferent determinants of capping. In cultured mammalian
cells or yeasts lacking telomerase activity, telomeresduces a stable though enzymatically inactive protein,
yet has an unexpected effect: cell growth is slowed progressively shorten, but the cells can proliferate typi-
cally for many tens of population doublings. The longerimmediately (Xia et al., 2000). This unexpected pheno-
typemay be explained by an abnormality in this putative the telomere length when telomerase is first inactivated,
the greater the delay before obvious senescence (Hahnsignaling function of telomerase. It is also possible that
a physical interaction of an active form of telomerase et al., 1999; McEachern and Blackburn, 1996). Hence,
sufficiently long telomeres can compensate for a lackwith the telomere protects the telomere at a critical time
in the cell cycle. This possibility was suggested because of active telomerase, so that the telomeres are still func-
tionally capped (Figure 4, middle left). However, as telo-in vitro, telomerases from S. cerevisiae and K. lactis
remain stably associated with their telomeric DNA ex- meres shorten, as described above, their capping status
critically depends on whether active telomerase is pres-tension products following a round of polymerization
Reprinted from Blackburn, E.H., Switching and signaling at the telomere. Cell, 2001. 106(6): p. 661-73, with 
permission from Elsevier 
Figure 3. Les mécanism s contribuant à la fonc ion télomérique. Les mécanis s de 
protection des télomères (l  complexe télomérique, l  lon ueur des télomères et l’expression de la 
télomérase) so t représentés par les trois supports qui main iennent l’état coiffé ou capped du 
télomère intact. L’ ltération d’un ou plus de ces mécanisme peut entrainer un télomère 
dysfonctionnel et non coiffé, ou uncapped. 
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La prolifération limitée dans les cellules en culture telle que vue par Hayflick est due à 
l’établissement de la sénescence réplicative. En effet, le raccourcissement des télomères tel 
que décrit plus haut, est à la base de ce phénomène [51]. La dysfonction télomérique induite 
par l’érosion des télomères induit la sénescence dans les cellules humaines en activant la 
RDA, un mécanisme ATM-, p53-, et p21WAF1/CIP1- dépendant [52, 53]. De plus, d’autres 
facteurs sont impliqués dans la réponse aux dommages à la chromatine, comme l’histone 
phosphorylée H2AX qui co-localise avec 53BP1, MDC1 et NBS1 [54]. Par ailleurs, le rôle 
suppresseur de tumeur dans la sénescence induite par dysfonction télomérique s’explique par 
le fait que le décoiffement de l’extrémité du chromosome mène au stade de crise M2 [50]. Or, 
ce stade est caractérisé par la présence de chromosomes décoiffés, de fusions d’extrémités 
chromosomiques, de catastrophe mitotiques. Ces évènements causent un haut taux d’apoptose 
dans les cellules. Toutefois, il arrive que certaines cellules survivent au stade M2 et présentent 
par le fait même un grand nombre d’aberrations chromosomiques pouvant mener à leur 
transformation néoplasique [55]. Dans plusieurs cas, la réactivation de la télomérase 
accompagne ces défectuosités génomiques, permettant la prolifération illimitée des cellules 
néoplasiques. À noter que dans certains cas, comme dans des cellules épithéliales humaines, la 
réactivation de la télomérase n’est pas suffisante à l’immortalisation. En effet, en plus de 
l’expression de l’unité catalytique hTERT, l’inactivation de Rb et p16INKa serait requise pour 
éviter la sénescence réplicative [56]. La régulation de la sénescence par le raccourcissement 
télomérique est d’autant plus importante que ce phénomène d’érosion est intrinsèque aux 
cellules, et fait également partie du processus normal de vieillissement. 
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2.2. La radiation ionisante 
La radiation ionisante, en plus de causer l’apoptose, la nécrose, l’autophagie, etc., est 
connue pour entrainer la sénescence prématurée induite par un stress (stress-induced 
premature senescence ou SIPS) dans divers types cellulaires [57-59]. Cette sénescence induite 
a d’ailleurs été démontrée pour causer une perte de fonctionnalité des tissus in vivo à long 
terme [60]. La sénescence induite par la radiothérapie peut contribuer à l’arrêt de croissance 
des cellules malignes et stromales ciblées par le traitement, mais peut également créer un 
microenvironnement potentiellement radio-résistant. Ceci se produit notamment par la 
sécrétion de facteurs pro-tumoraux qui seront traités plus loin dans le présent travail [61]. 
Étant donné l’utilisation répandue de la radiothérapie dans le traitement d’une multitude de 
maladies, allant des cancers aux maladies articulaires [62-65], il importe de mieux comprendre 
les mécanismes qui régulent l’induction de la sénescence par l’irradiation. En fait, la radiation 
provoque des cassures double-brins à l’ADN, ce qui enclenche la RDA. Celle-ci mène à 
l’activation de p53 et de RB, causant un arrêt de la prolifération et éventuellement la 
sénescence. Tel qu’affirmé plus haut, la façon dont la cellule détermine son sort suite à un 
dommage à l’ADN, est encore mal caractérisée. De plus, lorsqu’il est question d’irradiation, il 
a été remarqué que chaque type cellulaire y répond de manière qui lui est propre. Par exemple, 
il est connu que l’irradiation des fibroblastes humains cause la sénescence chez ceux-ci [66], 
tandis que les cellules hématopoïétiques entrent plutôt en apoptose à la suite d’un tel 
traitement [67]. Puisque la réponse à l’irradiation dépend de la RDA, il est certain que la 
protéine p53 peut faire varier la radiosensibilité des cellules [68]. Il est également connu que la 
radiothérapie et la sénescence qu’elle induit dans les tumeurs peut mener à des cancers 
secondaires, ou au phénomène de radiorésistance [69]. L’irradiation entraine une instabilité 
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génomique qui peut favoriser le développement de nouvelles cellules néoplasiques, [70]. De 
plus, il arrive que des cellules survivent aux dommages à l’ADN causés par la radiation et 
accumulent davantage de mutations, dues au nombre d’aberrations chromosomiques croissant. 
Ceci peut permettre l’apparition de cellules résistantes à des traitements futurs, ou encore peut 
engendrer une population de cellules plus malignes, augmentant le potentiel d’agressivité de la 
tumeur et affectant le pronostic du patient. 
2.3. L’activation oncogénique  
L’activation d’oncogène(s) est connue pour induire la sénescence. Des oncogènes sont en 
fait des gènes mutants qui, lorsque combinés à d’autres mutations, ont le potentiel d’engendrer 
la transformation néoplasique d’une cellule. Ces mutations peuvent consister en des délétions, 
des insertions, des mutations ponctuelles, de l’amplification génique ou des translocations 
chromosomiques. Bref, ces différents mécanismes mènent à la surexpression du proto-
oncogène, à la création d’une protéine de fusion ayant une activité oncogénique, ou à 
l’expression constitutive d’une protéine ou récepteur impliqué dans des voies mitogéniques 
par exemple (Weinberg RA, The Biology of Cancer, 2007). Par exemple, ce phénomène 
d’induction de la sénescence en réponse à l’activation oncogénique fut observé dans des 
cellules primaires exprimant la forme oncogénique de la protéine RAS [71]. Cette dernière une 
petite GTPase impliquée entre autres dans la transduction de signaux mitogéniques des 
récepteurs tyrosine kinase, la différenciation cellulaire et l’apoptose [72]. Depuis, de 
nombreuses protéines sont maintenant reconnues pour avoir un potentiel oncogénique lorsque 
mutées. Par exemple, les protéines c-myc, cycline E et Her-2, pour ne nommer que celles-ci, 
sont souvent impliquées dans les mécanismes de prolifération cellulaire [73].  
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La sénescence oncogène-induite (oncogene-induced senescence ou OIS) ne reflète pas 
seulement une accumulation de divisions cellulaires et l’épuisement des télomères. En fait, 
l’activation oncogénique semble plutôt induire un signal p53- et p16INK4a-dépendant, qui médit 
l’établissement de la sénescence [71]. En réalité, il fut démontré que les oncogènes activés tel 
Ras dans les cellules exprimant H-RasV12 induisent une phase immédiate hyper-réplicative, 
mais que l’augmentation du nombre de réplicons et d’altérations à la fourche de réplication 
causent des dommages à l’ADN [74]. Ceci initie la RDA et expliquerait l’entrée en sénescence 
qui accompagne l’activation oncogénique [75, 76]. D’autres évidences ont confirmé la 
participation de la RDA dans la sénescence oncogène-induite, mais incluent également 
d’autres mécanismes tels le stress réplicatif, l’accumulation des ROS, l’apparition 
d’hétérochromatine et des boucles de rétrocontrôles dans l’établissement de ce type de 
sénescence [77]. L’importance de ce phénomène dans la prévention de la tumorigenèse est 
bien connue, car à moins que la cellule n’ait perdu des gènes essentiels à la régulation du cycle 
cellulaire tels p53 ou RB, l’arrêt de prolifération induit par la RDA dans l’activation 
oncogénique va empêcher la transmission de bagage génétique endommagé [78, 79]. 
 
2.4. Le stress à la chromatine  
La chromatine a principalement pour rôle d’entreposer deux mètres d’ADN dans le 
volume limité du noyau de la cellule. Elle est composée de la molécule d’ADN et de protéines 
structurales, notamment les nucléosomes. Les nucléosomes sont constitués des histones H2A, 
H2B, H3 et H4 organisées en octamères [80]. Ces structures protéiques sont responsables du 
premier palier de condensation du génome puisque la molécule d’ADN s’enroule sur elles. Les 
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histones peuvent subir des transformations post-traductionnelles au niveau de leur queue N-
terminale, telles l’acétylation, la méthylation, la phosphorylation, l’ubiquitylation, l’ADP-
ribosylation, et la sumoylation [80-82]. Des protéines modificatrices des histones et des 
complexes de remodelage sont également présents à la chromatine. Par exemple, on y retrouve 
des histones acétyltransférases ou HAT, des histones désacétylases ou HDAC, des lysines 
méthyltransférases, des lysines déméthylases, des arginine méthyltransférases, 
sérine/thréonine kinases, des ubiquitilases ainsi que des proline isomérases [83]. Ces 
différentes protéines modifient l’affinité entre les histones des nucléosomes et l’ADN [83]. 
Ces modifications sont également reconnues par les protéines du remodelage comme 
SWI/SNF, ISWI, CHD et INO80 .[80]. Ensemble, les modifications post-traductionnelles des 
histones et les « remodeleurs » permettent de moduler le niveau de condensation de l’ADN. 
En effet, la chromatine peut se retrouver sous une forme condensée ou relâchée, et être 
appelée hétérochromatine et euchromatine selon le cas [83]. Les différentes modifications 
faites aux histones provoquent un remodelage de la chromatine, qui est nécessaire afin de 
moduler l’expression génique. Ainsi, jusqu’à un certain point, les protéines qui contrôlent le 
remodelage de la chromatine sont donc responsables de la transcription des gènes. En effet, 
c’est lorsqu’elle est relâchée que les gènes peuvent être transcrit, puisque les sites 
d’attachement de la machinerie transcriptionnelle situés sur la chromatine sont alors 
accessibles [84]. 
En réponse à divers stress, la structure de la chromatine va être modifiée afin d’induire la 
transcription de certains gènes impliqués dans la réponse à l’insulte [85]. Ainsi, en plus d’être 
un paramètre régulateur important de la transcription génique, le remodelage de la chromatine 
est aussi impliqué dans d’autres mécanismes, comme la réparation de dommages à l’ADN et 
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le vieillissement [85-87]. Tout comme les niveaux de méthylation de l’ADN, les modifications 
des histones de la chromatine varient avec le vieillissement [88]. Ce changement au niveau de 
l’épigénétique de l’ADN provoque une altération de l’expression de gènes qui s’inscrit dans le 
vieillissement [89]. D’ailleurs, il est connu que l’acétylation des histones est modifiée avec 
l’âge. Par exemple, il y a redistribution de l’histone désacétylase SIRT1 au niveau de la 
chromatine avec le temps [90]. Cette désacétylase agit d’ailleurs comme un régulateur négatif 
de la fonction de p53, et permet d’éviter la sénescence cellulaire dans des fibroblastes de 
souris [91]. Également, les niveaux de HDAC-1, diminuent au fil des divisions de fibroblastes 
en culture, et affectent donc les niveaux d’acétylation des histones [92] 
La sénescence induite par le stress à la chromatine dépend de l’action concertée des 
enzymes modificatrices des histones comme les HAT et les HDAC. Par exemple, les HDAC 
engendrent une répression transcriptionnelle, et jouent un rôle dans l’effet d’arrêt de 
croissance régulé par RB [92]. Comme décrit plus haut, des évidences suggèrent que les 
niveaux d’acétylation varient avec l’induction de la sénescence suite à un stress à la 
chromatine [92]. Le complexe Tip60, une HAT aussi appelée KAT5 a été associé à la RDA, et 
est impliquée dans l’assemblage des protéines de réparation de l’ADN à la chromatine [93], et 
l’acétylation et activation d’ATM [94, 95]. L’inactivation de Tip60 mène à une réparation de 
l’ADN défectueuse et un risque de cancer accru [96].  
Par ailleurs, l’utilisation d’inhibiteurs des histones désacétylases (HDACi) entraine un 
relâchement de la chromatine qui provoque un phénotype similaire à la sénescence [97]. 
Également, il semblerait que le sodium butyrate exerce son induction de la sénescence via 
l’activation de p21WAF1/CIP1, mais que le tout s’effectue en absence de dommages à l’ADN 
détectables. En effet, bien que des foyers de p-ATM et γH2AX soient visibles par 
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immunofluorescence dans des cellules traitées au sodium butyrate, ils ne semblent toutefois 
pas colocaliser [98], ce qui suggère que l’activation de la RDA n’a pas lieu où une lésion sur 
l’ADN. Enfin, tel qu’expliqué plus tôt, la HAT Tip60 est impliquée dans la transmission de 
signal suite à un stress à la chromatine causé par une cassure double-brins [96]. Toutefois, il a 
été démontré que le traitement au HDACi permet le recrutement de Tip60 à la chromatine et 
est essentiel à l’activation d’ATM, et donc, de l’activation des premiers points de contrôle 
d’arrêt de croissance [99]. 
Dans l’étude de Kaidi et Jackson, le groupe propose l’implication de la protéine kinase c-
Abl comme responsable de l’activation de Tip60, et donc de la voie d’arrêt de croissance suite 
à un stress à la chromatine [99]. Puisqu’il s’agit là d’une nouvelle implication pour cette 
kinase et qu’elle pourrait s’avérer intéressante pour la compréhension de l’induction de la 
sénescence et des caractéristiques qui lui sont associée par le stress à la chromatine, il convient 
de la décrire brièvement. Le gène c-abl a d’abord été identifié en tant qu’homologue cellulaire 
de l’oncogène v-abl du virus Abelson murine leukemia [100]. Ce gène encode une tyrosine 
kinase (de type non-récepteur) de145 kDa, exprimée à la fois au cytoplasme et au noyau, de 
manière ubiquitaire sous deux isoformes 1a et 1b [101]. La forme nucléaire de c-Abl est 
requise pour de nombreuses voies, comme celles de la RDA, de l’arrêt du cycle cellulaire et 
l’apoptose [102-105]. Quant à elle, c-Abl cytoplasmique est plutôt impliqué dans des voies de 
signalisation mitogénique et d’adhésion [106, 107].. 
La protéine c-Abl est davantage connue dans le contexte de la leucémie myéloïde 
chronique, dans laquelle elle est fusionnée avec la protéine Bcr, donnant ainsi la protéine de 
fusion Bcr-Abl. Cette dernière est en fait une kinase ayant une activité constitutive active, 
puisque la portion d’auto-inhibition de c-Abl a été perdue dans la fusion [108]. La découverte 
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de la molécule STI-571, ou imatinib (Gleevec) a permis le développement d’une thérapie 
ciblée pour le site catalytique de la protéine de fusion Bcr-Abl [108, 109]. Ceci fait de 
l’imatinib un inhibiteur pharmacologique de la protéine c-Abl [109].  
 
3. Le phénotype sénescent 
Les cellules sénescentes diffèrent des cellules dites quiescentes puisque l’arrêt de 
prolifération qui les caractérise est irréversible. Toutefois, d’autres paramètres permettent 
d’identifier et différencier les cellules sénescentes des quiescentes, ou même de celles étant en 
état différencié terminal [110]. À proprement dit, il n’existe pas de marqueurs exclusifs pour la 
sénescence. Cependant, l’étude de ce mécanisme cellulaire au fil des décennies a permis 
l’identification de caractéristiques typiques du phénotype sénescent, tels que représentés dans 
la Figure 4: l’arrêt de croissance, les changements morphologiques, le marquage SA-β-
galactosidase positif, l’activation de réseaux suppresseurs de tumeurs, l’apparition de DNA-
SCARS, le remodelage de la chromatine associé à la sénescence, et la production d’un 
sécrétome pro-inflammatoire appelé PSAS. Ce dernier sera plus amplement décrit dans la 
prochaine section.  
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Figure 4. Le phénotype sénescent. L’arrêt de prolifération est commun aux cellules quiescentes, en 
différenciation terminale et sénescentes. Toutefois, il existe d’autres paramètres qui permettent 
d’identifier et de distinguer les cellules sénescentes, bien qu’ils ne soient pas exclusifs à cet état. 
Parmi ces paramètres se retrouvent l’arrêt de croissance, les changements morphologiques, le 
marquage SA-β-galactosidase positif, l’activation de réseaux suppresseurs de tumeurs dont celui de 
p16INKa, l’apparition de DNA-SCARS, le remodelage de la chromatine associé à la sénescence (les 
SAHF dans la figure) et la production d’un sécrétome pro-inflammatoire appelé PSAS (ou SASP 
dans la figure en anglais). Sur l’image, on retrouve une cellule non sénescente (à gauche) et 
sénescente (à droite), ainsi que leur noyaux (en rose). 
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(b) Senescent cells increase in size, sometimes enlarging 
more than twofold relative to the size of nonsen ent counter-
parts (Hayflick, 1965).
(c) Senescent cells express a senescence-associated 
B-galactosidase (SA-Bgal; Dimri et al., 1995), which partly 
reflects the increase in lysosomal mass (Lee et al., 2006).
(d) Most senescent cells express p16INK4a, which is 
not commonly expressed by quiescent or terminally differ-
entiated cells (Alcorta et al., 1996; Hara et al., 1996; Serrano 
et al., 1997; Brenner et al., 1998; Stein et al., 1999). In some 
cells, p16INK4a, by activating the pRB tumor suppressor, 
causes formation of senescence-associated heterochromatin 
foci (SAHF), which silence critical pro-proliferative genes 
(Narita et al., 2003). p16INK4a, a tumor suppressor, is in-
duced by culture stress and as a late response to telomeric 
or intrachromosomal DNA damage (Brenner et al., 1998; 
Robles and Adami, 1998; Ramirez et al., 2001; te Poele et al., 
2002; Jacobs and de Lange, 2004; Le et al., 2010). Moreover, 
p16INK4a expression increases with age in mice and humans 
(Zindy et al., 1997; Nielsen et al., 1999; Krishnamurthy 
et al., 2004; Ressler et al., 2006; Liu et al., 2009), and its ac-
tivity has been functionally linked to the reduction in progeni-
tor cell number that occurs in multiple tissues during aging 
(Janzen et al., 2006; Krishnamurthy et al., 2006; Molofsky 
et al., 2006).
(e) Cells that senesce with persistent DDR signaling harbor 
persistent nuclear foci, termed DNA segments with chromatin 
alterations reinforcing senescence (DNA-SCARS). These foci 
contain activated DDR proteins, including phospho-ATM and 
phosphorylated ATM/ataxia telangiectasia and Rad3 related 
(ATR) substrates (d’Adda di Fagagna et al., 2003; Herbig et al., 
2004; Rodier et al., 2009), and are distinguishable from tran-
sient damage foci (Rodier et al., 2011). DNA-SCARS include 
dysfunctional telomeres or telomere dysfunction–induced foci 
(TIF; d’Adda di Fagagna et al., 2003; Takai et al., 2003; Herbig 
et al., 2004; Kim et al., 2004).
replication fork collapse (Bartkova et al., 2006; Di Micco et al., 
2006; Mallette et al., 2007). Thus, ma y senescence-inducing 
stimuli cause epigenomic disruption or genomic damage.
Senescence can also occur, however, without detect-
able DDR signaling. “Culture stress,” the natural and in vivo 
equivalent of which are unknown, causes a senescence ar-
rest without significant telomere erosion (Ramirez et al., 
2001). These stresses could include inappropriate substrata 
(e.g., tissue culture plastic), serum (most cells experience 
plasma, not serum, in vivo), and oxidative stress (e.g., cul-
ture in atmospheric O2, which is hyperphysiological; Fusenig 
and Boukamp, 1998; Yaswen and Stampfer, 2002; Parrinello 
et al., 2003). Cells also senesce without a DDR upon loss 
of the Pten tumor suppressor, a phosphatase that counteracts 
pro-proliferative/pro-survival kinases (Alimonti et al., 2010). 
Additionally, ectopic expression of the cyclin-dependent ki-
nase inhibitors (CDKis) that normally enforce the senescence 
growth arrest, notably p21WAF1 and p16INK4a, cause se-
nescence without an obvious DDR (McConnell et al., 1998; 
Rodier et al., 2009).
What defines a senescent cell? Senescent cells are 
not quiescent or terminally differentiated cells, although the 
distinction is not always straightforward. No marker or hall-
mark of senescence identified thus far is entirely specific to the 
senescent state. Further, not all senescent cells express all pos-
sible senescence markers. Nonetheless, senescent cells display 
several phenotypes, which, in aggregate, define the senescent 
state (Fig. 1). Salient features of senescent cells are:
(a) The senescence growth arrest is essentially perma-
nent and cannot be reversed by known physiological stimuli. 
However, some senescent cells that do not express the CDKi 
p16INK4a can resume growth after genetic interventions that 
inactivate the p53 tumor suppressor (Beauséjour et al., 2003). 
So far, there is no evidence that spontaneous p53 inactiva-
tion occurs in senescent cells (whether in culture or in vivo), 
although such an event is not impossible.
Figure 1. Hallmarks of senescent cells. Senescent cells differ from other nondividing (quiescent, terminally differentiated) cells in several ways, although 
no single feature of the senescent phenotype is exclusively specific. Hallmarks of senescent cells include an essentially irreversible growth arrest; expression 
of SA-Bgal and p16INK4a; robust secretion of numerous growth factors, cytokines, proteases, and other proteins (SASP); and nuclear foci containing DDR 
proteins (DNA-SCARS/TIF) or heterochromatin (SAHF). The pink circles in the nonsenescent cell (left) and senescent cell (right) represent the nucleus.
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3.1. L’arrêt de croissance 
Les cellules sénescentes voient leur cycle cellulaire arrêté par l’action de p53, p21WAF1/CIP1, 
p16INK4a et RB. Il s’agit d’ailleurs d’une caractéristique flagrante observée in vitro. Il est 
possible d’évaluer l’arrêt de croissance en mesurant entre autres, l’incorporation d’EdU (5-
éthynyl-2’-désoxyuridine) ou de BrdU (5-bromo-2’-désoxyuridine), Il s’agit d’analogues de la 
thymidine qui s’incorporent à l’ADN lors de sa synthèse en phase S du cycle cellulaire [111]. 
Un tel marqueur n’est toutefois pas unique à la cellule sénescente. Ce qui distingue la 
sénescence, de la quiescence, ou de la différenciation post-mitotique, concerne plutôt l’aspect 
stable de cet état [112]. Toutefois, il convient de souligner que l’état sénescent peut être 
renversé suite à l’inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs comme p53 et pRB, ou 
l’expression d’oncoprotéines virales bien qu’aucune évidence ne montre qu’un tel évènement 
ne puisse arriver de manière spontanée [113]. Aussi, afin de détourner la sénescence, la cellule 
doit mettre en place des outils qui lui permettent d’éviter l’induction de la RDA par les 
différents stimuli abordés. Que ce soit par l’inactivation de protéines régulatrices comme p53 
ou RB, ou encore l’expression de la télomérase qui prévient l’initiation de la RDA due à 
l’érosion des télomères, la cellule doit franchir plusieurs barrières afin d’accéder l’immortalité. 
Ceci est d’autant plus vrai pour une cellule dont l’ADN est endommagé.  
 
3.2. Changement de morphologie 
Au cours de ses travaux, Hayflick avait observé que les cellules entrées en sénescence 
développaient certains changements au niveau de leur morphologie [2]. Effectivement, les 
cellules ont une taille plus importante, s’aplatissent, paraissent devenir multinuclées et/ou plus 
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réfractives à la lumière [110, 114]. Ces caractéristiques sont d’ailleurs retrouvées chez des 
cellules dont l’entrée en sénescence a été induite par l’activation oncogénique ou par 
activation de la RDA [71, 115]. Les mécanismes régulant le changement morphologique 
observé dans les cellules sénescentes impliquent notamment l’activation de CDK5 ainsi 
qu’une augmentation des niveaux d’ezrin phosphorylée [116]. De plus, des composantes du 
remodelage du cytosquelette telles la calveoline-1 et FAK participent à la formation de fibres 
de stress dans les cellules sénescentes [117]. 
 
3.3. Marquage SA-β-galactosidase  
Les deux premiers marqueurs décrits plus haut, bien qu’observés dans pratiquement toutes 
les cellules sénescentes, ne sont toutefois pas spécifiques à cet état cellulaire. Quant à lui, le 
marquage SA-β-galactosidase (Senescence Associated β-galactosidase) s’est avéré être un 
paramètre fiable de détection de la sénescence in vitro et in vivo [118]. En effet, il se mesure 
après marquage histochimique de l’activité β-galactosidase lysosomale en pH acide [119]. 
L’augmentation de cette activité enzymatique dans les cellules sénescentes s’explique par 
l’accroissement de la masse lysosomale [120, 121]. Cependant, il est à noter qu’aucune 
évidence ne suggère l’implication de l’enzyme β-galactosidase dans les différents mécanismes 
d’induction ou de maintien de la sénescence [121]. 
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3.4. Activation de réseaux suppresseurs de tumeurs 
L’action de gènes suppresseurs de tumeurs tels p53, RB et p16INK4a dans l’établissement de 
la sénescence, en font des biomarqueurs potentiels [122]. Par exemple, le gène suppresseur de 
tumeur p16INK4a est exprimé dans la grande majorité des cellules sénescentes [123] [17]. De 
plus, il est à présent utilisé comme biomarqueur puisque que son expression est augmentée au 
fil des divisions cellulaires [124]. Également, l’accumulation de RB sous sa forme 
hypophosphorylée et des niveaux variables de p53 et de son activité, en font des indicateurs du 
processus sénescent [125]. Les autres protéines agissant dans les mécanismes de contrôle du 
cycle cellulaire par exemple dont p53, RB et p16 INK4a font partie, comme p21WAF1/CIP1 ou 
ARF, peuvent également être des indicateurs de la sénescence dans les cellules [123]. Enfin, 
ces gènes sont aussi des cibles de mutations et d’inactivation dans la tumorigenèse [126, 127]. 
 
3.5. DNA-SCARS 
Les DNA-SCARS (DNA segment with chromatin alterations reinforcing senescence) sont 
une autre marque retrouvée dans les cellules sénescentes. Ce sont en fait des marqueurs de 
foyers de dommage à l’ADN persistants. Ceux-ci sont recrutés à la chromatine remodelée, et 
demeurent présents même après la résolution du foyer de dommage à l’ADN [128].. Suite à un 
dommage à l’ADN ou un stress cellulaire important, la cellule initie la RDA. Tel qu’expliqué 
plus haut, celle-ci va entrainer la formation de foyers de dommages à l’ADN, caractérisés 
notamment par le marquage de γH2AX et 53BP1. En présence de dommages réparables, la 
RDA va normalement activer des boucles de rétrocontrôle, dans lesquelles participent par 
exemple MDM2, l’ubiquitine ligase responsable de la dégradation de p53 par le protéasome, 
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et s’estomper [129]. Toutefois, certains types de dommages, comme des cassures complexes 
des brins de l’ADN ou des télomères décoiffés, vont plutôt causer la sénescence et entrainer 
une RDA continue, une activation chronique de p53 et la présence de foyers de dommages 
persistants [128]. Il est pensé que les DNA-SCARS sont issus de ces changements et qu’ils 
pourraient résulter d’une réparation inadéquate de la lésion à l’ADN [128]. Ils existent au 
niveau de la chromatine en association avec les corps nucléaires PML (PML nuclear bodies), 
en absence de dommage à l’ADN apparent. De plus, il a été suggéré que ces foyers persistants 
consistent en un réservoir protéique permettant le maintien de l’activité de p53 et d’autres 
protéines régulatrices du cycle cellulaire comme CHK2. Enfin, les DNA-SCARS ont un rôle 
de support dans certains phénotypes de la sénescence [130], tels l’arrêt de croissance et la 
sécrétion inflammatoire, qui sera discutée plus loin. 
 
3.6. Remodelage de la chromatine 
Il y a une communication étroite entre la sénescence induite par la RDA et la chromatine 
[131]. Plus spécifique à la sénescence, il est connu que RB, via son activation par p16INK4a, 
entraine la formation de foyers d’hétérochromatine associés à la sénescence (Senescence 
associated heterochromatin foci ou SAHF) [15]. Ces foyers contiennent des protéines 
impliquées dans la formation d’hétérochromatine, comme HP1 et le variant d’histone 
macroH2A. Par ailleurs, la formation de SAHF nécessite l’action de complexes de chaperones 
d’histones HIRA (histone repressor A) ou ASF1A (antisilencing function 1a). La 
condensation de la chromatine subséquente requiert la translocation transitoire de ces deux 
protéines aux corps PML [132, 133]. Les régions condensées de chromatine sont détectables 
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in vitro par le marquage de l’ADN par des colorants spécifiques comme le 4’,6-diamidino-2-
phenylindole ou DAPI. Il est important de noter que les SAHF ont un effet restrictif en ce qui 
concerne la transcription. En effet, les SAHF entravent la transcription de plusieurs gènes pro-
prolifératifs, et participent donc, au maintien de la sénescence cellulaire. D’ailleurs, les 
cellules sénescentes ont plusieurs promoteurs de gènes cibles du facteur de transcription E2F 
encombrés par ces structures [110]. D’autres évidences ont montré que les SAHF ne sont pas 
nécessaires à l’induction de la sénescence, et que leur formation dépend du type de stimulus 
capté par la cellule. Par exemple, les mêmes cellules en culture n’ont pas une capacité 
similaire de former des SAHF. En effet, celle-ci varie, selon que les cellules soient en 
sénescence réplicative ou en sénescence prématurée induite par activation oncogénique ou par 
chimiothérapie [134, 135]. 
 
4. Le sécrétome pro-inflammatoire - PSAS 
Le phénotype sécrétoire associé à la sénescence ou PSAS est une des caractéristiques les 
plus marquantes du phénotype sénescent. La production d’un tel sécrétome inflammatoire et 
sa libération dans le milieu extracellulaire offrent une explication par rapport à l’association 
reconnue de la sénescence dans le développement de nombreuses pathologies, comme le 
cancer. En effet, il est maintenant établi que la communication entre les cellules sénescentes et 
leur environnement se fait entre autres par de nombreux facteurs sécrétés composant le PSAS.  
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4.1. Le PSAS 
Le PSAS est composé de facteurs solubles, de protéases et de facteurs insolubles. À noter 
qu’il comprend aussi des molécules non protéiques comme de l’oxyde nitrique (NO) ou des 
ROS, et que la production de ceux-ci augmente en réponse aux changements métaboliques 
induits par la sénescence [136]. Les facteurs solubles comprennent des interleukines, des 
chimiokines, des facteurs de croissance, et sont facilement quantifiables par ELISA [137]. Les 
protéases contenues dans le PSAS peuvent être sous-divisées selon l’effet qu’elles 
engendrent : la perte des protéines membranaires, le clivage ou la dégradation de molécules de 
signalisation, ainsi que la dégradation de la matrice extracellulaire. Enfin, les facteurs 
insolubles sécrétés font référence aux protéines ou composantes de la matrice extracellulaire. 
Afin de mieux comprendre les actions du PSAS sur le microenvironnement cellulaire, il 
convient de détailler chaque catégorie de facteurs qui le composent. 
 
4.1.1. Les facteurs solubles 
La cytokine présente en quantité plus importante dans le PSAS est l’interleukine (IL)-6 
[136, 138]. Elle est connue pour son action pro-inflammatoire sur les cellules voisines via sa 
liaison au récepteur IL6R gp80/gp130 [139]. De plus, elle est associée avec la sénescence 
induite par dommage à l’ADN et par activation oncogénique dans une variété de types 
cellulaires [137, 140, 141]. IL-1 est une autre cytokine également augmentée lors de la 
sénescence, et ce, sous ses deux formes α et β [142]. IL-1α est d’ailleurs importante dans la 
régulation de l’expression de IL-6 [143]. Il est également connu que la majorité des cellules 
sénescente surexpriment des chimiokines CXCL et CCL, telles IL-8 (CXCL-8), GROα et 
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GROβ (CXCL-1 et -2) et MCP-2, -4, et -1 (CCL-8, -13 et -2) pour ne nommer que celles-ci 
[144, 145]. De nombreux facteurs de croissances sont aussi retrouvés dans le PSAS, comme le 
GM-CSF, G-CSF, les IGF et leurs récepteurs IGFR [137, 146, 147]. D’autres facteurs font 
partie de la composante soluble du PSAS. Toutefois, sont listés ici ceux dont l’expression est 
la plus augmentée lors de l’établissement de la sénescence dans les cellules. 
 
4.1.2. Les protéases 
Parmi les protéases sécrétées par les cellules sénescentes, les métalloprotéases MMPs sont 
surexprimées de manière consistante entre les différentes lignées cellulaires. En plus, elles ont 
une action régulatrice puisque les MMP-1 et -3 produites par les cellules sénescentes peuvent 
cliver MCP-1 -2 et -4, de même que IL-8 [148, 149]. Les protéases sérines et les protéases 
comprises dans la voie d’activation du plasminogène font aussi partie des enzymes sécrétées 
par les cellules sénescentes. Par exemple, on y retrouve les activateurs du plasminogène de 
type urokinase uPA ou tissulaire tPA, en plus de leurs inhibiteurs PAI-1 et -2 [136, 138, 150]. 
 
4.1.3. Les facteurs insolubles 
Enfin, la cellule sénescente sécrète des facteurs insolubles dans son microenvironnement. 
La sécrétion de la fibronectine, une glycoprotéine normalement retrouvée dans les tissus 
conjonctifs, sur la surface cellulaire, dans le plasma et autres fluides corporels est nettement 
augmentée suite à l’entrée de la cellule en sénescence [136, 138, 151]. Le profil de sécrétion 
de collagène et de laminine dans le contexte de la sénescence est également altéré [136]. Par 
  29 
ailleurs, il existe des évidences qui suggèrent l’implication de ces composantes insolubles du 
PSAS dans la promotion de la croissance induite par les cellules sénescentes [152]. 
 
4.2. Le PSAS comme marqueur de la sénescence 
Le PSAS est spécifique à la sénescence et apparait dans une multitude de types cellulaires 
humains, allant des fibroblastes, aux astrocytes, aux cellules épithéliales [137, 153]. Il 
convient de préciser que le PSAS n’est pas le produit d’une augmentation non spécifique de 
l’expression de tous les facteurs normalement sécrétés par la cellule. En fait, le niveau 
d’expression de plusieurs facteurs sécrétés par une cellule normale ne varie pas après l’entrée 
de celle-ci en sénescence [136]. De plus, l’analyse du sécrétome par antibody array de 
différentes cellules sénescentes a montré que chaque type de sénescence possède un profil 
sécrétoire similaire aux autres, mais présente une signature d’expression qui lui est spécifique 
[137]. 
Le PSAS possède plusieurs caractéristiques qui permettent de mieux comprendre son 
importance biologique. D’abord, il est suggéré qu’il s’agit d’un marqueur de la sénescence 
conservé parmi les espèces. Par exemple, les cellules murines, de même que les cellules 
musculaires lisses des vaisseaux de primates, présentent également un phénotype sécrétoire se 
développant après l’induction de la sénescence [154, 155]. Ensuite, il s’agit d’un marqueur qui 
ne devient visible qu’après un certain temps après le stimulus initiateur de la sénescence. 
Contrairement à la RDA dont certains acteurs sont activés dès l’apparition du stress et le 
demeurent, les mécanismes qui induisent le PSAS nécessitent davantage de temps pour être 
implantés. D’un autre côté, la présence d’altérations génétiques dans la cellule, comme la perte 
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de p53 ou l’activation oncogénique de RAS, fait varier à la fois le temps requis pour 
l’apparition du sécrétome, et son ampleur [137]. 
 
4.3. La régulation du PSAS 
L’apparition d’un PSAS après induction de la sénescence a été démontrée pour être 
régulée au niveau transcriptionnel. De plus, tout comme l’état de sénescence lui-même, 
l’établissement d’un PSAS suite à l’induction de la sénescence cellulaire est stable. 
Soulignons cependant que l’ablation d’ATM empêche l’augmentation de la sécrétion d’IL-6, 
normalement obtenue après l’irradiation de cellules, en plus d’abolir la sécrétion d’IL-6 déjà 
établi par des cellules en sénescence réplicatives [130]. Dans un autre ordre d’idée, il a été 
démontré qu’en présence de faibles niveaux de p16INK4a, l’état sénescent engendré dans des 
fibroblastes humains peut être renversé, bien que ces cellules continuent toujours à produire un 
PSAS [137]. Ceci suggère que le PSAS pourrait être dépendant du remodelage à la chromatine 
engendré par les mécanismes de la sénescence [136]. En fait, puisque l’arrêt de croissance 
permanent est modulé par les SAHF établis par RB et indirectement p16INK4a, il est possible 
que des marques à la chromatine engendrées par des mécanismes encore inconnus puissent 
être à la base de la persistance du PSAS. Notamment, il a été proposé que HMGB1, une 
protéine de la famille des alarmines présente à la fois à l’intérieur et à l’extérieur de la cellule 
participerait à la régulation du PSAS à deux niveaux. D’abord, l’initiation de la sénescence 
dans les cellules cause une perte de HMGB au noyau ainsi que sa sécrétion dans le milieu 
extracellulaire. De cette protéine stimule le PSAS par la voie du TLR4 et l’activité 
transcriptionnelle de NF-κB [156]. Également, HMGB est connue pour se lier lâchement à 
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l’ADN afin d’influencer l’expression de certains gènes via son action de stabilisation du 
nucléosome [157]. D’ailleurs, cette protéine est requise en faibles quantités au noyau afin de 
permettre la sécrétion du PSAS [156].Cette même protéine est connue pour interagir 
directement avec p53 en maintenant la liaison de ce dernier à l’ADN [158, 159]. La capacité 
de HMGB1 à induire une sécrétion inflammatoire demeure toutefois un aspect à préciser [138, 
156, 160, 161]. Enfin, il est connu que le traitement aux HDACi induit une sécrétion de 
facteurs normalement compris dans le PSAS, par exemple IL-6 [162]. 
Plusieurs cibles de régulation du PSAS ont fait émergence depuis sa découverte, et se 
retrouvent dans les mécanismes d’induction de la sénescence. Un fait intéressant à souligner 
concerne la sénescence cellulaire induite par p16INK4a. En effet, la surexpression de ce gène 
suppresseur de tumeur provoque la sénescence telle que représentée par un arrêt de croissance, 
mais sans le phénotype sécrétoire normalement associé [163]. Le PSAS serait ainsi une 
caractéristique de la sénescence induite par dommages à l’ADN et donc modulé par l’activité 
de p53, plutôt que par l’activation de p16INK4a. D’ailleurs, le même article ayant démontré 
l’exacerbation du PSAS par la perte de p53 fait également état de la capacité de ce dernier à 
restreindre le PSAS [136, 137]. Également, p53 serait responsable de la présence de facteurs 
anti-tumoraux dans le PSAS lors de l’induction de la sénescence. En effet, les facteurs sécrétés 
de cellules stellaires hépatiques sénescentes exprimant correctement p53, permettraient 
l’élimination de ces dernières via une polarisation de macrophages [164]. D’autres cibles ont 
aussi été identifiées pour la régulation du PSAS. Par exemple, via l’inhibition de la 
signalisation induite par IL-1α et de l’activité transactivatrice de NF-κB, les glucocorticoïdes 
sont capables de contrer la production d’un PSAS [165-167]. Enfin, la voie p38 MAPK 
pourrait être d’une certaine importance pour la sécrétion de cytokines inflammatoires en 
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réponse à l’induction de la sénescence puisque l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques pour p38 
MAPK diminuent grandement les niveaux de certains facteurs du PSAS [168]. 
 
4.4. Les effets du PSAS dans le microenvironnement 
Les mécanismes de régulation du PSAS mettent de l’avant des voies dans lesquelles il est 
possible de contrôler le PSAS. Cependant, plusieurs points non élucidés demeurent, 
notamment en ce qui concerne l’implication du remodelage de la chromatine expliquant la 
persistance du PSAS dans le temps. Par ailleurs, l’intérêt de mieux comprendre la modulation 
du sécrétome inflammatoire réside dans le bénéfice encore mitigé résultant de ses effets. 
Un des effets du PSAS sécrété par une cellule sénescente est de renforcer son état 
sénescent, à la manière d’une boucle d’amplification [141, 169]. Bien que son effet autocrine 
soit important, l’intérêt majeur de l’étude du PSAS concerne plutôt son effet paracrine. En 
effet, le PSAS produit par une cellule sénescence permet à celle-ci d’agir sur les cellules 
environnantes [5, 170]. Ceci explique entre autre l’implication de la sénescence dans de 
nombreuses pathologies, plus particulièrement le cancer. 
 
4.4.1. Effet du PSAS sur la progression tumorale 
Les effets sur la progression tumorale peuvent être bénéfiques ou délétères. Au premier 
abord, la notion que la sénescence, et plus particulièrement le PSAS, soit en mesure 
d’influencer négativement la progression du cancer peut sembler paradoxale. Cependant, ce 
phénomène est maintenant identifié comme la pléiotropie antagoniste, qui stipule qu’un même 
  33 
processus peut avoir des conséquences positives ou négatives, selon l’âge de l’individu [171]. 
Ce même principe s’applique pour décrire l’influence du PSAS sur le développement du 
cancer. 
 
4.4.1.1. Effet anti-tumoral 
La sénescence a un rôle suppresseur de tumeur, et le PSAS qu’elle engendre possède 
également un tel effet. Comme décrit plus haut le PSAS soutient l’arrêt de croissance qui 
accompagne l’induction de la sénescence en consolidant le signal de p53. Cet effet est exercé 
grâce aux interleukines IL-6 et IL-8, au PAI-1 et au IGFBP-7 [141, 172, 173]. D’ailleurs, via 
l’action de p53, le PSAS permet la régression tumorale grâce à l’élimination et la suppression 
de cellules pré-malignes par le système immunitaire [174].  
L’attraction de cellules immunitaires est un autre moyen par lequel le PSAS participe à la 
régression tumorale. En effet, celui-ci contient des chimiokines et des cytokines qui recrutent 
et activent des cellules immunitaires. De plus, certains facteurs composant le PSAS, comme 
MCP-1 ou IL-8 mènent à une destruction tumorale [175, 176]. En plus, les cellules 
sénescentes sécrètent davantage de molécules responsables du recrutement des monocytes 
circulants au site de la tumeur, rendant cette dernière plus vulnérable à l’élimination par le 
système immunitaire [177]. Enfin, l’expression de ligands spécifiques aux cellules 
cytotoxiques de l’immunité, rend les cellules sénescentes elles-mêmes vulnérables à 
l’élimination. Au final, ceci empêche la transmission de signaux pro-prolifératifs qui 
pourraient favoriser le développement tumoral, tel qu’expliqué plus bas. 
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4.4.2. Effet pro-tumoral 
Le PSAS procède de plusieurs manières pour exercer ses effets pro-tumoraux. Un des 
aspects importants de la tumorigenèse dans lequel le PSAS participe concerne l’invasion ou la 
migration des cellules cancéreuses, notamment chez les cellules épithéliales [136], tel que 
montré dans la Figure 5. Par exemple, dans le myélome multiple, les cellules sénescentes 
sécrètent des chimiokines qui sont tenues responsables de l’émergence, du maintien et de la 
migration de CSLC (cancer stem-likes cells) [178]. De plus, la présence de métalloprotéases 
comme MMP-2 et -3 dans le PSAS facilite l’invasion de plusieurs types de cellules 
épithéliales. La migration des cellules est également affectée puisque le VEGF et le gradient 
de chimiokines sécrétés par les fibroblastes sénescents induisent la migration de cellules 
endothéliales [179, 180].  
Un autre aspect connu de l’effet pro-tumoral du PSAS concerne la promotion de la 
prolifération, par exemple celle des cellules épithéliales [152]. Cet effet est démontré 
notamment dans la progression du cancer de la prostate, par l’implication de facteurs du 
microenvironnement libérés par des fibroblastes sénescents qui stimulent la croissance des 
cellules épithéliales prostatiques [181]. Les mêmes observations sont retrouvées dans d’autres 
types cellulaires, comme les cellules mammaires, de la peau, du pancréas, ou celles de la 
muqueuse oro-pharyngée [69, 138, 182]. Également, le PSAS peut favoriser l’acquisition de 
phénotypes d’agressivité dans les cellules. En effet, les fibroblastes sénescents peuvent induire 
la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), qui est une transformation nécessaire à 
l’invasion et la migration des cellules tumorales [183]. Finalement, le PSAS interfère avec le 
processus de différenciation cellulaire en diminuant l’expression de certains marqueurs dans 
les cellules avoisinant les cellules sénescentes [138]. 
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L’étude de la sénescence peut avoir un réel impact dans la thérapie du cancer. Par 
exemple, on sait qu’à la suite de radiothérapie, on peut engendrer l’effet bystander, c’est-à-
dire l’induction de la sénescence dans les cellules saines environnantes de la cellule via des 
jonctions gap ou par la sécrétion de facteurs solubles [5, 184]. Toutefois, la production 
Springer and Cancer Metastasis Review, 29, 2010, page, Senescent cells as a source of inflammatory factors for tumor 
progression, Davalos AR, Coppe JP, Campisi J, Desprez PY, figure 2, copyright 2015 is given to the publication in which 
the material was originally published, by adding; with kind permission from Springer Science and Business Media 
 
Figure 5. Les effets pro-tumoraux du PSAS. Les cellules fibroblastiques sénescentes peuvent 
promouvoir la progression cancéreuse via le sécrétome qu’elles sécrètent. Ce PSAS (ou SASP dans la 
figure en anglais) peut entrainer la transformation des cellules épithéliales tel que montré dans la figure, 
en plus d’autres effets (cités dans l’encadré à droite) Les cellules sénescentes sont représentées en gris, 
et les cellules épithéliales en beige. 
 
processing of the extracellular matrix. These activities
provide potent mechanisms by which senescent cells can
modify the tissue microenvironment. In the following
sections, we discuss the SASP subsets and some of their
known paracrine effects on nearby cells with an emphasis
on their ability to facilitate cancer progression.
3.1 Soluble factors
The most prominent cytokine of the SASP is interleukin
(IL)-6, a pleiotropic pro-inflammatory cytokine. IL-6
secretion has been shown to increase markedly after DNA
damage- and oncogene-induced senescence of mouse and
human keratinocytes, melanocytes, monocytes, fibroblasts,
and epithelial cells [22, 45–47]. Another interleukin
signaling pathway that is upregulated by senescent cells is
IL-1 [48, 49]. Both IL-1α and β are overexpressed and
secreted by senescent endothelial cells [50], fibroblasts [51,
52], and chemotherapy-induced senescent epithelial cells
[53]. As discussed below, IL-6 and IL-8 expressions depend
on the expression and secretion of IL-1α, indicating a
hierarchy on how SASP components are regulated.
Most senescent cells overexpress IL-8 (CXCL-8), along
with GROα and GROβ (CXCL-1, -2; the murine CXCL-1
Fig. 2 Pro-tumorigenic para-
crine effects of senescent cells.
Senescent stromal fibroblasts
can promote various facets of
cancer progression (right panel).
Pre-neopastic or transformed
epithelial cells are shown in
dark color; senescent cells cells
are represented in dark gray.
Pre-senescent and senesent
fibroblasts secrete SASP factors
that can promote cancer pro-
gression and aggressiveness
Fig. 1 Stimuli that trigger cellular senescence. DNA damage or
mitogenic signals of sufficient magnitude, as well as other stresses,
can cause cells to permanently arrest and senesce. Most of these
senescence inducers lead to the acquisition of multiple senescence
markers (right panel), including the senescence secretory phenotype
(SASP factors). PRE pre-senescent, SEN senescent
Cancer Metastasis Rev (2010) 29:273–283 275
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subséquente d’un PSAS peut avoir des conséquences à la fois bénéfiques ou délétères pour le 
pronostic du patient. Certains suggèrent même que le PSAS serait un filon thérapeutique 
intéressant [185]. Afin d’évaluer l’importance d’une telle avenue, il convient de faire la 
lumière sur certains de ses effets et sur sa régulation. 
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HYPOTHÈSE ET OBJECTIFS 
Prémices 
 Tel qu’expliqué plus haut, la sénescence influence de nombreux processus 
physiologiques et pathologiques, comme le cancer. D’ailleurs, on suspecte à présent le PSAS 
d’avoir des effets pro- et anti-tumoraux, sans qu’il puisse être possible de stipuler lequel de ces 
effets prédomine selon les contextes. Ainsi, même si le PSAS est un sujet de recherche en 
pleine expansion, diverses notions, notamment par rapport à ses effets sur l’induction de la 
sénescence dans les cellules environnantes, et sur sa régulation par des cibles nouvellement 
identifiées, nous échappent. 
L’érosion des télomères est depuis longtemps reconnue comme la cause de la 
sénescence réplicatives des cellules. Leur raccourcissement induit la RDA qui à son tour 
entraine l’établissement du phénotype sénescent. Parmi les caractéristiques qui accompagnent 
la sénescence, on retrouve le PSAS, responsable de la communication entre les cellules 
sénescentes et leur environnement. Précédemment, il a été affirmé que le PSAS avait un effet 
de renforcement de la sénescence oncogène-induite de manière autocrine grâce à un réseau 
inflammatoire et pouvait même avoir un effet paracrine en induisant ce même état dans des 
cellules adjacentes [169, 170]. Étant donné que le milieu inflammatoire d’une cellule peut la 
rendre plus sensible aux dommages à l’ADN, et considérant les effets du PSAS préalablement 
cités, nous proposons que la présence d’un milieu inflammatoire peut potentialiser l’arrêt de 
croissance normalement induit par les dommages à l’ADN dans des cellules, notamment par 
des dommages aux télomères. Les modèles de sénescence réplicative et de dysfonctionnement 
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télomérique sont privilégiés dans la présente étude puisqu’ils permettent d’explorer 
l’implication du milieu inflammatoire dans l’induction de l’arrêt de croissance lié à la 
sénescence dans un contexte différent de ce qui avait été préalablement étudié, soit la 
sénescence induite par les oncogènes. Enfin, étant donné que la dysfonction télomérique et la 
sénescence réplicative sont des phénomènes qui ont lieu de manière naturelle dans les cellules, 
contrairement à la radiation ionisante, cela qui en fait donc des modèles pertinents d’étude.  
Depuis plusieurs années, les HDAC sont liées à la progression tumorale. 
Effectivement, les mutations des HDAC sont reliées à l’expression aberrante de gènes 
impliqués dans les voies de l’apoptose, de la prolifération cellulaire ou de la régulation du 
cycle cellulaire [186]. Ainsi, les HDACi se sont avérés être une nouvelle classe de 
chimiothérapie prometteuse pour la clinique [187, 188]. La FDA a d’ailleurs approuvé 
l’utilisation de deux molécules de cette classe, le vironostat et le romidepsin [189]. Toutefois, 
étant donné l’induction de la sénescence associée à l’utilisation de telles drogues, comme le 
sodium butyrate, il est nécessaire de mieux comprendre la régulation d’un tel mécanisme. La 
production du PSAS liée à la sénescence induite par stress à la chromatine est également 
d’importance majeure, puisque ses effets sur la progression tumorale sont encore ambigus. 
Des cibles ont été identifiées, tel la HAT Tip60, qui est nécessaire à l’activation de ATM suite 
à un stress à la chromatine [99]. Le même groupe ayant proposé l’implication de Tip60 a 
également suggéré que la kinase c-Abl serait responsable de la phosphorylation et de 
l’activation de Tip60. La protéine c-Abl est connue pour agir dans des voies mitogéniques, et 
possède de nombreuses cibles nucléaires et cytoplasmiques comme des adaptateurs, kinases, 
phosphatases, régulateurs du cycle cellulaire, facteurs de transcription et des protéines du 
cytosquelette [109]. L’inhibiteur de c-Abl, le Gleevec ou imatinib, est déjà employé dans la 
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sphère clinique. Ainsi, nous proposons de vérifier l’action de la kinase c-Abl dans l’induction 
de la sénescence et plus particulièrement dans la production d’un PSAS, suite à un stress à la 
chromatine induit par le sodium butyrate. 
 
Hypothèses et objectifs 
 Mon projet de recherche se divise donc en deux parties. Dans un premier temps, j’ai 
souhaité caractériser l’influence du microenvironnement inflammatoire, ou plus précisément 
celle du PSAS, sur la capacité des cellules à arrêter leur croissance et entrer en sénescence. 
L’hypothèse de recherche est que le microenvironnement cellulaire peut influencer le niveau 
critique de dommages à l’ADN requis afin d’engendrer un arrêt de croissance dans des 
cellules normales. Plus précisément, nous pensons que la présence de PSAS dans le 
microenvironnement cellulaire peut synergiser avec les dommages à l’ADN déjà présents dans 
la cellule. Ainsi, nous avons cherché à étudier l’effet du milieu inflammatoire sur l’arrêt de 
croissance et éventuellement sur l’entrée en sénescence induite par les dommages à l’ADN 
dans des cellules, entre autres par des dommages aux télomères. Dans un deuxième temps, les 
résultats obtenus suite à cette première hypothèse m’ont amenée à vouloir explorer un autre 
aspect du PSAS. En effet, il est connu qu’un profil de sécrétion inflammatoire est obtenu à la 
suite d’un stress à la chromatine et des évidences ont présenté Tip60 comme un acteur 
important dans l’activation des points de contrôle du cycle cellulaire lors de la sénescence 
induite par stress à la chromatine. L’hypothèse de recherche pour cette partie est que la 
sécrétion normalement engendrée suite à l’induction de la sénescence par traitement aux 
HDACi peut affectée par l’inhibition de c-Abl grâce à son inhibition par l’imatinib. J’ai donc 
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cherché à décrire davantage la régulation du PSAS et l’implication de la protéine kinase c-Abl 
dans les voies mécanistiques impliquées dans la sénescence induite par le stress à la 
chromatine. 
 
Les objectifs de ma maîtrise étaient donc les suivants : 
1) Définir l’effet du microenvironnement inflammatoire sur la croissance cellulaire dans 
un contexte de sénescence induite par le raccourcissement naturel des télomères et par 
un modèle de dysfonction télomérique ; 
2) Déterminer l’implication de la protéine c-Abl dans le mécanisme de régulation du 
PSAS induit par le stress à la chromatine. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES  
 
Culture cellulaire 
Les fibroblastes humains primaires HCA2, HCA2-TR3s-L3Ps, HCA2-hTERT (Rodier 
et al, Nature Cell Biology, 2009); HCA2-TR3s-eGFPs, HCA2-TR3s-TIN2-C15-ieGFPs, 
HCA2-TR3 et HCA2-TR3s-p16s (Campeau et al, PLOS one, 2009) ont été obtenus du 
laboratoire de Judith Campisi (Berkeley University San Francisco USA) et les cellules HCA2-
TR3s-TRF2s ont été générées par Guillaume B. Cardin, au sein du laboratoire. Les différentes 
lignées cellulaires ont été cultivées dans le Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Wisent, Cat. 
319-005-CL) contenant de la L-glutamine, du pyruvate de sodium, du D-Glucose (4,5 g/L), 
supplémenté avec 8% (v/v) de FBS ou Fetal Bovine Serum (Invitrogen, Cat. 12483-020) et 1% 
(v/v) de pénicilline/streptomycine (Wisent, Cat. 450-201-EL), à 37°C avec 20% O2 et 5% de 
CO2. La notation dans le nom des lignées (s) = cellules sélectionnées. 
 
Fabrication du PSAS et milieu NS (Non Sénescent) 
PSAS : Les cellules HCA2-hTERT à PD 46 à 49 ont été ensemencées dans du DMEM 
à 8% FBS et 1% pénicilline/streptomycine à raison de 1M cellules par flasques T75. Après 
avoir changé le milieu de culture le lendemain, les flasques ont été irradiés à 10 Gy (jour 0), 
puis les milieux de culture ont été changés aux 48 heures. Au jour 9, les flasques ont été rincés 
3 fois au PBS 1X. 8 mL de DMEM sans FBS et 1% pénicilline/streptomycine ont été ajoutés 
pour faire le milieu conditionné. Ce dernier a été collecté 24h plus tard puis conservé sur glace 
le temps que les cellules soient comptées dans trois flasques afin d’obtenir une moyenne du 
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nombre de cellule pour le nombre de flasques ensemencés initialement. Les milieux 
conditionnés ont ensuite été centrifugés 5 minutes à 300g, puis le surnageant filtré à 0,2 µM. 
Enfin, le PSAS est conservé à -80°C et les concentrations en nombre de cellules/mL est noté. 
Milieu NS : Au jour 8, les cellules HCA2-hTERT à PD 49 à 52 ont été ensemencées 
dans du DMEM à 8% FBS et 1% pénicilline/streptomycine à raison de 900K cellules par 
flasques T75. Au jour 9, les flasques ont été rincés 3 fois au PBS 1X. 8 mL de DMEM sans 
FBS et 1% pénicilline/streptomycine ont été ajoutés pour faire le milieu conditionné. Ce 
dernier a été collecté 24h plus tard puis conservé sur glace le temps que les cellules soient 
comptées dans trois flasques afin d’obtenir une moyenne du nombre de cellule pour le nombre 
de flasques total ensemencés initialement. Les milieux conditionnés ont ensuite été centrifugés 
5 minutes à 300g, puis le surnageant filtré à 0,2 µM. Enfin, le NS est conservé à -80°C et les 
concentrations en nombre de cellules/mL est noté. 
Afin de vérifier la qualité du milieu PSAS produit, les niveaux d’IL-6 ont été mesurés 
dans les milieux PSAS et NS, par ELISA (voir ci-bas pour le protocole).  
 
Immunofluorescences 
Les cellules HCA2-hTERTs (appelées HCA2-hTERT) et HCA2-TR3s-L3Ps (appelées 
HCA2-L3P) PD : 42,37 ont été ensemencées à 3000 cellules/puits sur des lames de culture de 
8 puits (BD, 354108) dans du DMEM à 8% FBS et 1% pénicilline/streptomycine. Les cellules 
ont ensuite été incubées à 37°C avec 5% de CO2. Les cellules ont ensuite été traitées au PSAS 
à 54333 cellules/mL pendant 72h, changeant le milieu après 48h.  
De la même manière, les cellules HCA2-TR3s-TIN2dn-C15-ieGFPs (appelées HCA2-
TR3-TIN2dn-ieGFP) à PD 51,99 et les cellules HCA2-TR3s-p16s (appelées HCA2-TR3-p16) 
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à PD 54,23, ont été ensemencées à 8000 cellules/puits sur des lames de culture de 8 puits (BD, 
354108) dans du DMEM à 8% FBS et 1% pénicilline/streptomycine. Les cellules ont ensuite 
été incubées à 37°C avec 5% de CO2. Les cellules ont ensuite été traitées à la doxycycline 
(Sigma-Aldrich) à 30 ng/mL pendant 48h.  
Les cellules ont ensuite été lavées au PBS 1X (Phosphate Buffered Saline, Invitrogen), 
puis fixées dans la formaline 10% (Sigma-Aldrich) et rincées au PBS 1X deux fois. Ensuite, 
les cellules ont été perméabilisées 30 minutes à température pièce dans du 0,25% Triton X-
100 (Sigma-Aldrich, Cat. 93443), puis rincées deux fois 5 minutes au PBS 1X. Ensuite, le 
blocage des cellules dans le Tampon bloquant PBS 1X 1% BSA (Jackson immunoresearch, 
#001-000-161) 4% Sérum d’âne (Sigma, D6993) a été fait à température pièce pendant 30 
minutes. Les cellules ont, par la suite, incubées overnight (pendant 16h) à 4°C avec le(les) 
anticorps primaire(s) Anti-53BP1 lapin (NB100-304) dilué 1:1000 et/ou Anti-p16 souris 
(JC62712) dilué 1 :400 dans le Tampon bloquant. Après l’incubation avec l’anticorps 
primaire, les puits ont été lavés trois fois 5 minutes au PBS 1X, puis incubés 1h à température 
de la pièce avec le marqueur fluorescent Hoechst 33342 (Invitrogen, A10027) dilué 1:5000 
dans le Tampon bloquant et le(les) anticorps secondaire(s) Alexa Fluor 594nm/488nm âne 
anti-lapin/souris IgG (Life technologies A-21207/A-21202) dilué 1:800 dans le Tampon 
bloquant. Finalement, les puits ont été lavés trois fois 5 minutes au PBS 1X avant d’être 
montés avec du Vectashield HardSet Mounting Medium (Vector Laboratories, Cat. H-1400) et 
une lamelle Premium Cover Glass (Fisher, Cat. 12-548-5P), puis conservées à -20°C. 
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Acquisition d’image : L’acquisition des images a été faite par un microscope Zeiss et 
par le logiciel AxioVision. Entre 4 et 8 photos ont été prises pour faire la quantification 
manuelle des cellules positives pour plus de 3 foyers de dommages 53BP1.  
 
 Pulse EdU 
Les cellules HCA2-hTERTs (appelées HCA2-hTERT) et HCA2-TR3s-L3Ps (appelées 
HCA2-L3P) PD : 42,37 ont été ensemencées à 3000 cellules/puits sur des lames de culture de 
8 puits (BD, 354108) dans du DMEM à 8% FBS et 1% pénicilline/streptomycine. Les cellules 
ont ensuite été incubées à 37°C avec 5% de CO2. Les cellules ont ensuite été traitées au PSAS 
à 54333 cellules/mL pendant 72h, changeant le milieu après 48h. Après 24h de traitement, 
l’EdU (5-ethynyl-2’-deoxyuridine, Invitrogen), fut ajouté à 10μM (ou 1 :1000) dans le milieu 
de culture cellulaire. Après une incubation de 8h, les cellules ont été lavées au PBS 1X avant 
d’être fixées à la formaline 10%. Les cellules ont ensuite été perméabilisées avec 0,25% Triton 
X-100 (Sigma-Aldrich, Cat. 93443), rincées une fois au PBS 1X, et incubées 30min sous 
agitation à l’obscurité avec la solution suivante : 100mM Tris pH 8.5, 1mM CuSO4 (Fisher), 
100mM Acide Ascorbique (Sigma), Alexa Fluor 647-Hapten Dye (Invitrogen) dilué à 10 µM. 
À la fin du marquage les cellules ont été rincées 3 fois 5min au PBS 1X / Triton 0.25% avant 
de procéder à l’étape de blocage de l’immunofluorescence telle que décrite plus haut si le 
marquage des protéines en plus de celui l’EdU était requis. Sinon, les cellules ont été 
marquées au Hoechst 33342 Fluorescent Stain (Invitrogen, A10027) dilué 1:5000 dans du PBS 
1X, puis rincées au PBS 1X trois fois. Enfin, elles ont ensuite été montées sur lames avec du 
Vectashield HardSet Mounting Medium (Vector Laboratories, Cat. H-1400) et une lamelle 
Premium Cover Glass (Fisher, Cat. 12-548-5P), puis conservées à -20°C.  
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Acquisition d’image : L’acquisition des images a été faite par un microscope confocal 
Zeiss et par le logiciel AxioVision. Entre 4 et 8 photos ont été prises pour faire la 
quantification manuelle des cellules positives pour le marquage EdU.  
 
Compte cellulaire 
 Les cellules HCA2-L3P PD 41,67, HCA2-hTERT PD 45,12, HCA2-TR3-TIN2dn-
ieGFP PD 41,99, HCA2-TR3s-TRF2dn (appelées HCA2-TR3-TRF2dn) PD 48,33 ont été 
ensemencées à 1000 cellules/puits dans des plaques 96 puits Clear plate black (Greiner Bio 
one 655090) dans du DMEM à 8% FBS et 1% pénicilline/streptomycine. Elles ont ensuite été 
traitées à la doxycycline (Sigma) 31,25 ng/mL pour des temps allant de 24 à 144h en présence 
de PSAS et NS à 50000 cellules/mL, 100000 cellules/mL ou 150000 cellules/mL. Les milieux 
ont été changés aux 48h avec des solutions fraîches. À la fin du traitement, les cellules ont été 
lavées au PBS 1X, puis fixées à la formaline 10% (Sigma-Aldrich) avant d’être rincées au 
PBS 1X deux fois. Elles ont ensuite été marquées au DRAQ5 (5mM Cell Signaling #4084) à 
1 :10000 à 50 µL/puits et incubées à l’obscurité et à température pièce pendant 1h. Les 
plaques ont été rincées deux fois au PBS 1X puis ont été lues au LICOR. Enfin les données 
ont été recueillies et traitées en Trim Mean dans le logiciel Image Studio 3. Sauf si 
contrairement indiqué, les données recueillies au temps 0 ont été utilisées afin de normaliser 
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ELISA 
Les cellules HCA2-hTERT PD 45,31 (non sénescentes) et les cellules HCA2 PD 64,61 
(sénescentes) ont été ensemencées à 6000 cellules/puits et 8000 cellules/puits respectivement, 
dans une plaque 96 puits. 48h plus tard, les puits ont été rincés deux fois au PBS 1X. 100 µL 
de DMEM sans FBS et 1% pénicilline/streptomycine ont été ajoutés pour faire le milieu 
conditionné. Celui-ci a été collecté après 16 heures, en même temps que les cellules furent 
fixées et conservées pour en effectuer le compte cellulaire. Le milieu conditionné (100 µL) a 
été utilisé pour effectuer une ELISA pour la cytokine IL-6. Le kit Human IL-6 ELISA kit , BD 
OptEIA cat#555220 a été utilisé et les valeurs DO 450nm corrigées à 570 ont été recueillies 
dans par l’appareil VersaMax et traitées par le logiciel SoftMax Pro 4.7 normalisées par le 
compte cellulaire DRAQ5. 
 
FACS – Fluorescence Activated Cell Sorting 
Les cellules HCA2-TR3s-GFPs (appelées HCA2-TR3-GFP) PD 60,18 ont été 
ensemencées dans des pétris 100 mm dans du DMEM à 8% FBS et 1% 
pénicilline/streptomycine. Les cellules ont été traitées avec la doxycycline (Sigma-Aldrich) à 
des concentrations de 0 - 1- 2 - 4 - 7,8 - 15 - 31,25 - 62,5 – 125 - 250 - 500 ng/mL pendant 
48h. Les cellules ont ensuite été trypsinées puis recueillies en suspension dans du milieu de 
culture. Elles ont ensuite été centrifugées pendant 5 minutes à 300 g à 4°C, avant d’être lavées 
au PBS 1X froid, puis fixées à la formaline 2% (Sigma-Aldrich) froide pendant 10 minutes à 
température pièce. Les cellules ont ensuite été lavées au PBS 1X, puis resuspendues dans du 
PBS 1X et transférées dans des tubes de FACS. Les tubes ont été passés à l’appareil BD 
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Tous les tests significatifs sont mesurés en effectuant un t-test de Student. 
Significativité : * = p-value p<0.05, ** = p<0.01, ns = non statistiquement significatif. 
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RÉSULTATS EXPÉRIMENTAUX – Partie I 
 
Le premier objectif de mes travaux de recherche avait pour but de déterminer l’effet du 
PSAS sur l’arrêt de croissance dans un contexte de dommage à l’ADN. Plus précisément, je 
me suis attardée à définir si le microenvironnement inflammatoire pouvait synergiser avec les 
dommages à l’ADN engendrés par un raccourcissement naturel des télomères et par une 
dysfonction télomérique, afin de d’induire un arrêt de croissance et éventuellement la 
sénescence.  
 
1. Effet du microenvironnement inflammatoire et le raccourcissement des 
télomères sur l’arrêt de croissance cellulaire 
1.1. Le PSAS et la sénescence réplicative 
Au fur et à mesure qu’elles se divisent, les cellules voient leurs télomères raccourcir et 
leurs chromosomes devenir plus vulnérables. À moins que la cellule n’exprime l’enzyme 
télomérase qui reconstruit le fragment perdu lors de la réplication, le télomère finit par être 
complètement écourté. Ceci engendre une incapacité de la machinerie de réplication à 
compléter la synthèse des deux brins d’ADN et active la voie de la RDA à ce site. Tel que 
décrit en introduction, ce phénomène correspond à la sénescence réplicative. En mesurant 
l’intensité du marquage d’ADN total avec le colorant fluorescent DRAQ5, nous avons 
comparé la croissance de cellules à différents doublements de population (PD) en culture afin 
d’en évaluer le rythme de croissance. La Figure 6A montre que pour une même densité 
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d’ensemencement, les HCA2 à PD 45,45 atteignent un plateau de prolifération bien avant les 
HCA2 à PD 64,29. Le plateau observé à partir de 72h et 96h pour les fibroblastes PD 45,45 et 
PD 64,29 respectivement correspond certainement à l’état de confluence atteint par les 
cellules. Cette figure suggère ainsi que la longueur des télomères, que l’on assume, diminue 
entre les PD 45 et 69, semble avoir une influence sur le rythme de la croissance cellulaire. Il 
convient de préciser que la longueur des télomères n’a pas été mesurée directement. De plus, 
la variation hétérogène de la taille des télomères dans une même population de cellule en 
culture peut influencer la proportion de cellules en sénescence réplicative ou en ralentissement 
de prolifération. Par ailleurs, il est connu que les cellules à faible PD possèdent des télomères 
plus longs que les cellules ayant un PD élevé. Il est connu que ces dernières présentent 
davantage de dommages à l’ADN, et donc un niveau de RDA active plus importante [190]. 
Or, tel qu’énoncé dans les prémices de ce projet, nous supposons que la présence de PSAS 
dans le milieu de cellules en culture serait en mesure de synergiser avec la RDA déjà présente 
afin de diminuer le seuil de dommage à l’ADN requis afin d’induire un arrêt de croissance. 
Ainsi, les cellules qui se rapprochent de la sénescence, ayant des télomères plus courts et un 
niveau de RDA élevé seraient plus sensibles à l’entrée en sénescence dans un 
microenvironnement inflammatoire (PSAS) que les cellules ayant des télomères de longueur 
moyenne. La Figure 6B montre l’effet d’un traitement au PSAS en comparaison avec celui du 
milieu conditionné de cellules non-sénescentes NS et d’un milieu de culture contrôle à 4% 
FBS. Pour les fibroblastes d’âge moyen (PD 45,45), le PSAS et le NS ajouté au milieu normal 
semblent induire une accélération de la croissance. La différence entre ces deux traitements et 
le milieu contrôle est nettement accentuée et statistiquement significative à 72h. Également, on 
observe que le PSAS tend à encourager la prolifération de façon plus prononcée que le NS à 
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tous les temps. En ce qui concerne les fibroblastes ayant un PD 64,29, ils paraissent 
similairement sensibles au PSAS et au NS. En effet, à 72h, l’effet pro-prolifératif du PSAS est 
comparable à celui observé chez les PD 45,45, bien qu’il soit plus modeste et que la différence 
avec le contrôle soit moins marquée. En résumé, le PSAS ne semble pas synergiser avec la 
RDA activée par le raccourcissement naturel des télomères afin d’induire un arrêt de la 
prolifération. 
  






























































































Figure 6. La capacité de prolifération des fibroblastes humains n’est pas influencée par le PSAS 
dans un contexte de raccourcissement naturel des télomères. A) La prolifération de fibroblastes 
HCA2 à PD 45,45 et 64,29 sur 96h en milieu de culture normal DMEM 8% FBS. Le compte cellulaire 
relatif est donné par le marquage de l’ADN au DRAQ5 fluorescent (n=3). B) La prolifération des 
cellules HCA2 à PD 45,45 et 64,29 sur 72h en présence de milieu normal DMEM 4% FBS et du PSAS 
(150000 cellules/mL) ou NS (150000 cellules/mL). Le compte cellulaire relatif est donné par le 
marquage de l’ADN au DRAQ5 fluorescent, et les données recueillies au temps 0 ont été utilisées afin 
de normaliser les résultats et obtenir un fold change.  (n=3; ns= non significatif; *= p<0,05; **= 
p<0,01). 
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1.2. Le PSAS et les cellules immortelles 
Par la suite, nous avons voulu vérifier si l’expression de la télomérase dans des cellules 
à PD moyen (environ 40) permettrait d’observer un effet différent du PSAS sur la capacité de 
prolifération. Les mêmes expériences que celles de la Figure 6 ont été effectuées avec des 
cellules normales à télomères de longueur moyenne HCA2-L3P (PD 42,37) et immortelles 
HCA2-hTERT à télomères longs pour confirmer les résultats précédents. Nous avons supposé 
que les cellules exprimant la télomérase ont une quantité plus faible de foyers de dommages 
que des cellules relativement jeunes. Pour vérifier cette hypothèse, le comptage de cellules 
positives pour un marquage de 53BP1 par immunofluorescence, c’est-à-dire, ≥3 foci par 
noyau, a été effectué. 53BP1 est une protéine recrutée sur un site de dommage à l’ADN [23] et 
peut être utilisée comme marqueur des foyers de dommages afin d’évaluer les niveaux basaux 
de RDA dans des cellules. La Figure 7A montre que, malgré le PD relativement faible de 
42,37 des cellules contrôles, on retrouve un niveau basal de foci de RDA plus élevé chez ces 
dernières que dans les cellules immortelles qui n’ont théoriquement pas de télomères 
dysfonctionnels. Cette même observation peut également être faite visuellement en regardant 
la Figure 7B, qui montre un marquage de 53BP1 fortement réduit pour les HCA2-hTERT 
comparativement à celui des HCA2-L3P. De plus, dans les deux types de cellules, le 
traitement au PSAS ne semble pas affecter le pourcentage de cellules positives pour des foyers 
de dommages, tel que vu dans la Figure 7C. 
Ensuite, nous avons vérifié si un microenvironnement inflammatoire peut affecter le 
seuil critique de dommages à l’ADN requis afin d’induire un arrêt de prolifération. Nous 
avons traité les fibroblastes HCA2-L3P contrôles et les HCA2-hTERT avec du PSAS à 50000 
cellules/mL pendant 72h, et avons effectué le comptage des cellules ayant entamé leur division 
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cellulaire de 24h-32h après le début du traitement. Ce comptage de cellules positives s’est fait 
grâce au marquage fluorescent de l’EdU intégré pendant le pulse de 8h entre 24h-32h. La 
Figure 7D montre que chez les cellules contrôles, le PSAS ne semble pas causer un effet sur la 
synthèse d’ADN. De plus, la division des cellules immortelles n’est pas influencée par le 
PSAS ajouté. D’une part, ceci suggère qu’une durée de 8h pour le pulse est insuffisante pour 
détecter un effet dans le rythme de prolifération (chaque division ayant lieu à environ 36-48h 
dans les fibroblastes). D’autre part, il conviendrait d’effectuer un EdU pulse en fin de 
traitement plutôt qu’au début. Enfin, il est possible que la concentration du PSAS utilisé puisse 
jouer sur l’intensité de l’effet escompté. Afin de confirmer les résultats du pulse d’EdU, nous 
avons considéré la croissance cellulaire en mesurant l’ADN marqué par le DRAQ5 
fluorescent, dans des cellules traitées au PSAS 100000 cellules/mL pendant 96h. La Figure 7E 
regroupant ces résultats indique un effet d’augmentation de la prolifération présent chez les 
HCA2-hTERT lors du traitement au PSAS, supérieur à celui du NS. Quant à l’effet du PSAS 
sur les HCA2-L3P, celui-ci est présent, bien que moins important que pour les cellules 
immortelles. Tirée de cette même expérience, la Figure 7F montre que, bien que celui-ci soit 
non significatif à 144h autant dans les HCA2-L3P que HCA2-hTERT, le PSAS et le NS ont 
un effet à tendance pro-proliférative dans le temps. Au final, ces résultats viennent supporter 
que le PSAS a un effet pro-prolifératif équivalent sur les cellules exprimant ou non la 
télomérase. 
  









































































































































































































































Figure 7. La faible intensité de RDA due à l’expression de la télomérase n’offre pas d’avantage 
prolifératif en présence de PSAS. A) L’évaluation du nombre de cellules positives pour des foyers de 
dommages à l’ADN donné par le marquage de 53BP1 par immunofluorescence dans des cellules à 
télomères moyens HCA2-L3P PD 42,37 et HCA2-TERT dans DMEM 8% sérum après 72h en culture. 
Une cellule positive correspond à la présence de <3 foci de dommages dans le noyau (n >4; ** = 
p<0,01). B) Immunofluorescence de 53BP1 dans des cellules à télomères moyens HCA2-L3P PD 42,37 
et HCA2-TERT dans DMEM 8% sérum après 72h en culture. C) L’évaluation du nombre de cellules 
positives pour des foyers de dommages à l’ADN, donné par le marquage de 53BP1 par 
immunofluorescence dans des cellules à télomères moyens HCA2-L3P PD 42,37 et HCA2-TERT dans 
DMEM 8% FBS en présence de PSAS (54333 cellules/mL) après 72h de traitement. Une cellule positive 
correspond à la présence de <3 foci de dommages dans le noyau (n >4; ns = non significatif; ** = 
p<0,01). D) Compte des cellules positives ayant entré en division cellulaire pendant un pulse d’EdU à 
10μM de 24 à 32h (8h) après le début du traitement au PSAS (54333 cellules/mL), dans des HCA2-L3P 
PD 42,37 et HCA2-TERT cultivées dans du DMEM à 8% FBS pendant 72h. (n>4; ns = non significatif).  




(Figure 7. suite) E) La prolifération des cellules HCA2-L3P (gauche) PD 42,37 et HCA2-hTERT après 
96h en présence de milieu normal DMEM 4% FBS et du PSAS (100000 cellules/mL) ou NS (100000 
cellules/mL). F) La prolifération des cellules HCA2-L3P (gauche) à PD 42,37 et HCA2-hTERT sur 144h 
en présence de milieu normal DMEM 4% FBS et du PSAS (100000 cellules/mL) ou NS (100000 
cellules/mL). Le compte cellulaire relatif est donné par le marquage de l’ADN au DRAQ5 fluorescent, et 
les données recueillies au temps 0 ont été utilisées afin de normaliser les résultats et obtenir un fold 
change. (n=3; ns= non significatif; *= p<0,05; **= p<0,01). 
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2. Effet du microenvironnement inflammatoire et de la dysfonction 
télomérique sur l’arrêt de croissance cellulaire 
2.1. Le modèle 
Les résultats obtenus en comparant les HCA2-L3P et les HCA2-hTERT nous ont 
encouragé à développer un modèle d’étude mieux contrôlé, afin de pouvoir répondre à notre 
hypothèse initiale de façon directe. Effectivement, l’idée d’utiliser un modèle cellulaire dans 
lequel il est possible d’induire des dommages à l’ADN spécifiquement aux télomères, permet 
de vérifier la synergie du PSAS avec des cellules qui présentent une RDA activée par 
l’expérimentateur. En fait, il s’agit d’un système inductible TET repressor ou TR3, dans 
lequel le TET repressor empêche l’expression de gènes de notre choix (Figure 8). Dans la 
présente situation, nous souhaitions exprimer les mutants dominants négatifs Tin2dn et 
Trf2dn. L’ajout d’un antibiotique tétracycline comme la doxycycline lève l’inhibition par le 
TET repressor en amont du gène d’intérêt. Dans notre cas, ceci permet l’induction de 
l’expression de dominants négatifs pour TIN2 avec les cellules HCA2-TR3-TIN2dn-ieGFP et 
pour TRF2 avec les HCA2-TR3-TRF2dn. L’expression de ces dominants permet de 
déstabiliser le complexe télomérique à la guise de l’expérimentateur. La protéine mutante 
TIN2-15C, dont les acides aminés 1-257 ont été délétés, est en mesure de lier TRF2, mais pas 
TRF1, ce qui empêche l’établissement du complexe télomérique à l’extrémité des télomères 
[44]. La protéine TRF2dn, quant à elle, n’est pas en mesure de lier correctement la molécule 
d’ADN ce qui mène également à la dysfonction télomérique. À noter que la protéine 
fluorescente GFP est également produite lors du traitement à la doxycycline des cellules 
HCA2-TR3-TIN2dn-eGFP. Toutefois, puisque sa traduction est initiée par l’attachement du 
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D’abord, nous avons établi le protocole d’induction en déterminant la concentration de 
doxycycline à utiliser. En effet, il convenait d’identifier la dose minimale permettant une 
induction maximale afin d’éviter tout effet toxique ou confondants potentiels de l’antibiotique. 
Pour ce faire, nous avons utilisé les fibroblastes HCA2-eGFP, pour lesquels la protéine 
fluorescente GFP est induite par le même système TR3, inductible par la doxycycline. La 
mesure de la population de cellules positives pour un signal GFP par FACS, après un 
traitement à des concentrations de doxycycline allant de 0 à 500 ng/mL pendant une durée de 
48h, a permis d’optimiser les conditions de traitement. La Figure 9A montre qu’une dose 
Figure 8. Le système Tet repressor – Tet-ON. Le système inductible TET repressor ou 
TR3, dans lequel le TET repressor empêche l’expression d’un gène d’intérêt. L’ajout 
d’un antibiotique tétracycline comme la doxycycline lève l’inhibition par le TET 
repressor en amont du gène d’intérêt, et permet ainsi son expression. 
Figure adaptée de www.taconic.com 
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minimale de doxycycline à 31,25 ng/mL est suffisante pour engendrer une induction optimale 
de la GFP. 
Un autre point sur lequel nous nous sommes attardés en ce qui concerne l’optimisation 
des conditions expérimentales est la composante pro-inflammatoire du sérum utilisé 
normalement en culture cellulaire. En effet, le FBS contient nombre de facteurs de croissance, 
vitamines et protéines [191], mais sans doute des cytokines comme le TGF- β [192]. Ces 
substances peuvent inférer avec les effets à évaluer par nos expérimentations [193]. Afin 
d’éliminer tout impact pro-inflammatoire du sérum FBS sur nos expérimentations, il était 
important de mesurer la sécrétion d’IL-6 humaine par les cellules HCA2 cultivées avec 
différentes concentrations de sérum. Pour ce faire, plusieurs concentrations de FBS ont été 
testées sur des cellules ayant des profils de prolifération différents, soient les fibroblastes non 
sénescents HCA2-hTERT et vieillissants HCA2 PD 64,29. Les résultats de cette expérience, 
montrés dans la Figure 9B, permettent de déterminer la concentration qui, l’on suppose par des 
observation préalablement faites au laboratoire, n’entrave pas la croissance cellulaire, mais qui 
laisse une marge de manœuvre afin de détecter l’effet du PSAS seul. En effet, nous avons jugé 
qu’une concentration de 4% FBS dans le milieu de culture, soit 50% moins que ce qui est 
utilisé normalement dans le laboratoire, correspondait à la concentration optimale. 
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Figure 9. Optimisation du protocole d’induction pour la concentration de doxycycline et la 
composante pro-inflammatoire du FBS. A) Essais de FACS sur les fibroblastes HCA2-TR3-GFP 
cultivées en DMEM 8% FBS et traitées à des concentrations croissantes de doxycyline (0 à 500 
ng/mL) pendant 48h. Seules les données du résultat représentation de l’induction de GFP avec la 
concentration efficace choisie (31,25 ng/mL) sont montrées. B) Mesure des niveaux d’IL-6 (ng/mL) 
par ELISA sur des HCA2-hTERT (non sénescents) et des HCA2 PD 64,61 en culture pendant 24h 
dans du DMEM à différentes concentration de FBS (8%, 4%, 2%, 0,1%) (n=3; p< 0,05 excepté les 
valeurs à 0,1% FBS pour la comparaison entre les cellules sénescentes et non sénescentes dont les 
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2.3. L’induction d’une dysfonctions aux télomères entraine un arrêt de croissance 
médié par la RDA 
Les HCA2-TIN2dn-eGFP, qui seront appelées HCA2-TIN2dn pour la suite du 
mémoire, ainsi que les HCA2-TRF2dn ont été traitées avec de la doxycycline à 31,25 ng/mL 
pendant 0h, 48h, 96h et 144h. La Figure 10A présente les résultats de cette expérience, qui 
souhaitait examiner le profil de prolifération lorsque les dommages aux télomères sont induits. 
L’expression de la protéine TIN2dn cause un ralentissement statistiquement significatif de la 
prolifération, dès 48h, mais celui-ci n’atteint un plateau qu’à partir de 96h. Ainsi, on obtient 
une diminution d’environ 50% de la croissance dans les cellules induites. Chez les TRF2dn, le 
même effet n’est pas retrouvé, bien que la protéine soit bien exprimée en présence de 
doxycycline (voir Annexe I). Seules les HCA2-TIN2dn ont donc été conservées pour la suite 
des expériences. Par ailleurs, l’induction de foyers de dommages à l’ADN causés par TIN2dn 
suite au traitement à la doxycycline a été vérifiée par l’immunofluorescence de 53BP1, comme 
présenté dans la Figure 10B. Les cellules inductibles pour p16 ont été utilisées comme 
contrôle négatif, puisque cette protéine entraine la sénescence cellulaire en absence de 
dommages à l’ADN [163]. Tel que le montre la Figure 10B, la doxycycline cause une 
augmentation des foci de RDA dans les HCA2-TIN2dn induites, contrairement aux cellules 
induites pour p16. Il est donc permis de penser que l’arrêt de croissance suite à l’expression de 
TIN2dn est causé par les dommages retrouvés aux télomères. 
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2.4. Le PSAS ne synergise pas avec la RDA pour freiner la croissance cellulaire 
Après confirmation de l’efficacité du modèle choisi pour entrainer un arrêt de 
croissance régulé par la RDA active aux télomères, nous avons considéré l’influence du PSAS 
sur ce phénomène. Notre hypothèse présumait de la capacité du microenvironnement 
inflammatoire à synergiser avec les dommages à l’ADN présents dans la cellule pour 
engendrer un arrêt de croissance. Autrement dit, en présence de PSAS, nous pensions qu'un 
plus faible niveau de RDA serait nécessaire pour ralentir la prolifération cellulaire. Dans le but 
de confirmer cette hypothèse, les fibroblastes HCA2-TIN2dn ont été traités à la doxycycline, 
en présence de PSAS et de NS ajustés à 100000 cellules/mL pendant 96h. Les HCA2-p16 ont 
également été soumises au même traitement. Les résultats compilés dans la Figure 10C 
montrent que la doxycycline engendre une diminution de la croissance à la fois chez les 
cellules TIN2dn-induites et p16-induites. Cependant, dans les HCA2-TIN2dn, l’effet 
potentialisateur de l’arrêt de croissance par le PSAS n’est pas retrouvé ni dans les cellules 
induites, ni dans leurs contrôles. Au contraire, on retrouve plutôt une augmentation de la 
prolifération qui est statistiquement significative pour le PSAS comparé au NS dans les 
HCA2-TIN2dn traitées à la doxycycline. Enfin, on remarque des résultats semblables dans les 
HCA2-p16, ce qui concorde avec le fait qu’aucun dommage à l’ADN n’est créé en induisant 
p16. Ainsi, il n’était pas attendu que le PSAS cause davantage d’arrêt de prolifération dans les 
cellules induites. En effet, on remarque plutôt le même effet pro-prolifératif du PSAS comparé 
au NS, à la fois chez les cellules induites et non induites, tel que vu pour les HCA2-TIN2dn.  
Ensemble, ces résultats suggèrent que le microenvironnement inflammatoire ne 
synergise pas avec la RDA pour causer un arrêt de croissance, dans un contexte de sénescence 
réplicative et de dysfonction télomérique.  






















































































































































Figure 10. Le PSAS ne synergise pas avec l’induction de dommages aux télomères afin 
d’induire un arrêt de prolifération. A) Validation du modèle d’induction de dominants négatifs 
pour TIN2 et TRF2 dans des fibroblastes HCA2. Le compte cellulaire a été effectué en marquant 
l’ADN des cellules au DRAQ5 fluorescent. Les cellules ont été cultivées en DMEM à 8% FBS et 
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(Figure 10 suite) induites avec la doxycyline (31,25 ng/mL) jusqu’à 144h. (n=3; ns = non 
significatif; ** = p<0,01). B) Validation de l’induction de dommages à l’ADN après traitement à la 
doxycycline (31,25 ng/mL) dans des HCA2-TIN2dn et HCA2-p16. L’immunofluorescence de 
53BP1 a été faite après 48h d’induction à la doxycyline. C) La prolifération des cellules HCA2-
TIN2dn et HCA2-p16 après 96h en présence de milieu normal DMEM 4% FBS, du PSAS (100000 
cellules/mL). NS (100000 cellules/mL) et/ou traitées à la doxycyline (31,25 ng/mL). Le compte 
cellulaire relatif est donné par le marquage de l’ADN au DRAQ5 fluorescent, et les données 
recueillies au temps 0 ont été utilisées afin de normaliser les résultats et obtenir un fold change.  
(n=3; ns= non significatif; *= p<0,05; **= p<0,01). 
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RÉSULTATS EXPÉRIMENTAUX – Partie II  
Article 
Titre : Histone Deacetylase inhibitor-induced chromatin stress triggers DDR-mediated but 
ABL1-independent senescence-associated inflammatory secretion in normal and cancer cells. 
Auteurs: Audrey Carrier-Leclerc, Nicolas Malaquin, Mireille Dessureault, Sabrina Ghadaouia, 
Érik Grisé, Guillaume B. Cardin and Francis Rodier 
Article en préparation pour une première soumission 
 
Contribution des auteurs :  
Audrey Carrier-Leclerc a élaboré la méthodologie ainsi que les lignées nécessaires pour le 
projet. Elle a réalisé les expériences lors de l’initiation de ce projet. Elle a analysé et interprété les 
résultats générés. Enfin, elle a participé à la rédaction du manuscrit, avec le soutien de Francis 
Rodier. 
Nicolas Malaquin a mis au point les lignées cancéreuses requises pour les expériences et a 
effectué les expériences de confirmation sur ces même lignées. Il a également réalisé les 
expériences de validation de la cinétique de l’inhibition de c-Abl par l’imatinib et participé à la 
supervision du travail. 
Mireille Dessureault a réalisé les Western Blot de la cinétique de l’inhibition de c-Abl par 
l’imatinib. 
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Sabrina Ghadaouia a effectué les qRT-PCR requis pour la validation des modèles d’ablation 
génétique par shARN. 
Érik Grisé a aidé à la dérivation des lignées cellulaires nécessaires et isolé l’ARN des cellules 
avec shARN pour faire les qRT-PCR. 
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Francis Rodier a dirigé et supervisé l’ensemble de ce travail, allant de la génération de 
l’hypothèse au soutien lors de la rédaction du manuscrit. 
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INTRODUCTION 
 
Cellular senescence is a tumour suppression mechanism initiated by a DNA damage response 
signalling cascade (DDR). Senescence is characterized by an irreversible growth arrest that 
prevents the amplification of DNA damages and the loss of genome integrity [1]. Persistent 
chromatin lesions associated with DNA double-strand breaks and termed DNA-SCARS, are 
responsible for maintaining multiple senescence-associated cellular phenotypes including growth 
arrest and for the senescence-associated secretory phenotype (SASP) [2, 3]. The SASP is a 
complex inflammatory secretory phenotype including (but not limited to) high levels of IL-6, IL-
8, growth factors and proteases [3-6], known for having paracrine and autocrine effects [7]. For 
example, the SASP can have both tumour-suppressing [8, 9] and tumour-promoting 
consequences [4, 8, 10]. While it is commonly known that the SASP is regulated through DNA 
damage, other controlling pathways are now emerging, including the p38 MAP kinase and 
chromatin stress, which are both DNA damage-independent triggers [11, 12]. Within the 
chromatin stress-triggered signalling casacade, an association exists between chromatin 
remodelling histone deacetylases (HDAC), particularly HDAC1, and inhibition of the SASP [13]. 
This is supported by a strong activation of the secretory phenotype upon treatment with histone 
deacetylase inhibitors (HDACi) such as Trichostatin A (TSA) and sodium butyrate (NaB) [11]. 
HDACi also trigger a senescence-associated p21-dependent growth arrest [13-16]. Other studies 
have suggested that additional actors are involved in the chromatin stress response including c-
Abl (ABL1) and Tip60 (KAT5), raising the possibility that those may also regulate cellular 
senescence [17, 18]. C-Abl (cellular Abelson tyrosine kinase) exists in a nuclear and cytoplasmic 
form [19]. Nuclear c-Abl is required for numerous pathways, such as DDR, cell cycle arrest and 
apoptosis [20-23], while cytoplasmic c-Abl is involved in mitogenic and adhesive receptor 
  70 
pathways [24, 25]. Interestingly, alongside the key DDR kinase ATM, Tip60, a c-Abl target is 
also known to directly mediate the induction of the SASP in various normal and cancer cell lines 
in response to chromatin stress inducers [Nicolas Malaquin, Francis Rodier, unpublished data]. 
The SASP regulation may become an important target for cancer therapy, as this secretory 
phenotype is associated with senescence development in surrounding normal cells. For example, 
SASP from oncogene induced senescent cells can cause paracrine senescence [26]. Also, the 
radiotherapy-mediated bystander effect, demonstrates the capacity of senescent irradiated cancer 
cells to induce DDR markers activation in nearby normal cells [27-29]. Given the ambiguous 
effect of senescence and more particularly the SASP on cancer progression, it is vital to better 
understand its regulation. Considering evidences of a direct participation of c-Abl target Tip60 in 
the regulation of senescence [18], we hypothesized that c-Abl itself could act as a potential 
mediator of the DNA damage or chromatin stress induced SASP. In this study, we investigated 
whether pharmaceutical inhibition of c-Abl could lower the SASP triggered by chromatin stress, 
particularly via NaB treatment. As SASP has an undeniable involvement in cancer progression 
and treatment [30], we used a c-Abl inhibitor that is already used clinically for cancer treatment 
[31-34]. Imatinib mesylate (imatinib), also known as Gleevec is a 2-phenylaminopyrimidine 
derivate, that has a high affinity for the Abl protein and binds to the ATP-binding pocket 
maintaining the activation loop in an inactive state [33]. Using this drug to inhibit c-Abl, we 
searched to validate its real implication in SASP regulation, particularly following chromatin 
remodelling. 
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RESULTS AND DISCUSSION 
We first assessed the effect of imatinib on SASP factors secretion following HDACi 
(NaB) treatment, which triggers a marked Tip60-mediated increase in IL-6 expression in various 
cell types, notably in fibroblasts [6]. As expected, using ELISA, we detected an increase in IL-6 
secretion in treated normal (BJ-U) and cancerous cells (HeLa). However, imatinib did not 
decrease IL-6 secretion in this context (Figure 11A), suggesting that c-Abl may not be required 
for chromatin stress initiated and Tip60-mediated SASP in both normal and cancer cells. We next 
decided to evaluate the involvement of c-Abl in the regulation of the SASP activated in other 
context. Direct DNA damage is a particularly well-characterized SASP activator [6], thus 
ionizing radiation-induced SASP was assessed in the presence of imatinib. As obtained for NaB-
induced chromatin stress, imatinib was unable to block IL-6 secretion in cells 2 days after a 10 
Gy irradiation (Figure 11B). Also, as HeLa cells have previously been used to study the effect of 
induced chromatin stress on early DDR checkpoints after imatinib treatment [18], we used these 
cancer cells to assess c-Abl involvement in ionizing radiation-induced inflammatory secretion. 
Although HeLa cells showed a markedly lower basal level of IL-6 compared to normal cells, 
irradiation similarly triggered a strong IL-6 secretory response that was c-Abl independent. As 
p38 MAPK is a known regulator of damage-induced SASP [12], we used an inhibitor (p38i) to 
validate that we could successfully decrease ionizing radiation-induced IL-6 secretion. These 
results strongly suggest that c-Abl is not involved in SASP production through either chromatin 
stress or DNA damage senescence-inducing pathways.  
To validate that the working concentration of 1 µM imatinib was indeed having inhibitory 
effects on c-Abl, and that the results obtained in Figure 11A and 11B were not due to an 
insufficient dose, we assessed IL-6 secretion in normal cells with increasing imatinib 
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concentration. A concentration-dependent effect of imatinib on IL-6 secretion was observed in 
BJ-U cells treated for 72 h (Figure 11C). Increasing imatinib concentrations from 0 to 4 µM 
slightly tend to increase IL-6 secretion, but this effect was not statistically significant and was 
variable at concentration higher than 1 µM. According to these results and those previously 
reported by other groups [18], a 1µM imatinib concentration was used for the following 
experiments. Overall, differently to what was previously suggested for immediate DNA damage 
checkpoints, imatinib-mediated c-Abl inhibition did not prevent both normal and cancer cells 
from producing a secretory response to chromatin stress.  
 
Imatinib failure to prevent IL-6 secretion in response to NaB treatment in BJ-U and HeLa 
cells required further investigation in regard of parallel action this drug can have. Given the 
unexpected effect of imatinib treatment on IL-6 secretion after chromatin stress, we sought to 
ensure whether imatinib effectively inhibited c-Abl activity under our experimental conditions. 
Immunoblotting for c-Abl was used to verify this kinase is effectively inhibited by imatinib. In 
HeLa cells, a slight decrease in c-Abl levels was observed at 3 hours after treatment with 
imatinib-mediated inhibition (Figure 12A). Inhibition of total c-Abl levels was at its strongest 
from 6 hours on, and remained stable until 48 hours after a single 1 µM dose. Additionally, IL-6 
secretion results obtained in Figure 11 were validated regarding varied imatinib treatment 
frequency from each 12 or 24 hours. In HeLa cells, treatment frequency did not affect the IL-6 
secretion patterns whether or not NaB was used and imatinib treatment failed to reduce NaB-
induced inflammatory secretion (Figure 12B).  
Given the important role of c-Abl in regulating cell growth, we also evaluated parameters 
that would confirm c-Abl inhibition in the experimental conditions that we have used. Evaluation 
of cell numbers after treatment with NaB and imatinib was made using DRAQ5 DNA staining, to 
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examine potential toxicity (cell death) and/or cell growth. As expected for a senescence inducer, 
NaB treatment caused a pronounced cell growth arrest after 72 h in normal fibroblast cells. A 
similar growth arrest effect was observed when imatinib was used alone (Figure 13A), and a 
combined treatment with NaB and imatinib did not synergize to exacerbate cell growth arrest. 
While similar results were obtained with HeLa cancer cells, imatinib alone caused only a 
reduction in proliferation compared to the complete arrest triggered by NaB. Looking at an 
additional 48h time-point revealed that while imatinib rapidly provoked growth arrest in normal 
fibroblasts, a delayed growth arrest in HeLa cells was responsible for the apparent discrepancy 
(Figure 13B). Thus, we next evaluated the effects of imatinib on cell proliferation in response to 
irradiation and found that irradiation-exposed BJ-U and HeLa did not alter their cell growth arrest 
compared with controls (Figure 13C). This suggests that c-Abl may not be essential for growth 
arrest upon either ionizing radiation or following chromatin stress-inducing NaB treatment. 
Overall, these results confirmed that imatinib efficiently inhibits c-Abl and cell growth, 
consistent with the use of imatinib as an anti-cancerous drug. The cell growth arrest observed 
following imatinib treatment could be a consequence of antagonistic subcellular-dependant 
actions of the kinase [25], with cytoplasmic c-Abl inhibition likely responsible for growth arrest. 
Indeed while the overexpression of c-Abl induces cell growth arrest [35], the evidences show that 
only cytoplasmic c-Abl participates in mitogenic signalling [25]. Therefore, even though c-Abl is 
involved in apoptosis, or cell cycle arrest in response to DNA damage, present results exclude 
this protein in cell growth arrest signalling upon chromatin stress or irradiation. These results 
support the idea that imatinib is effectively inhibiting c-Abl in the experimental conditions that 
were used, yet it cannot block IL-6 secretion.  
Unlike the observations made with DDR-mediated checkpoints following damage or 
chromatin stress [18], using imatinib-mediated c-Abl inhibition suggests that c-Abl is not 
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involved in the known Tip60-dependant chromatin stress pathway. To genetically validate c-Abl-
independent SASP induction, lentivirus-delivered shRNAs were used in normal and cancer cells 
to stably knockdown ABL1 gene expression. In BJ-U cells, knockdowns were first confirmed at 
the mRNA level using quantitative RT-PCR (Figure 14A), then using immunoblotting for c-Abl 
(Figure 14B, left panel). We observed an 80% to 90% decrease in ABL1 mRNA expression using 
shRNAs shABL1-1 and shABL1-6 and selected those for protein-based validation. In addition, 
since the ATM activator MRN complex is known to be involved in the DDR, and is essential to 
ATM-mediated SASP activation in response to direct DNA damage of chromatin stress 
[1][Nicolas Malaquin, Francis Rodier, unpublished data], cells knocked down for the MRN 
complex NBS1 were also used as positive controls for genetic ablation of DDR-induced IL-6 
secretion. Contrary to our expectation if c-Abl was required to mediate IL-6 secretion, 
knockdowns of c-Abl increased basal IL-6 secretion for clones shABL1-1 and shABL1-6 
repectively. Also, when compared to controls shGFP-3 cells, shABL1 clones failed to reduce the 
inflammatory secretion response after a 72 hours NaB treatment and shABL1-6 showed a striking 
increase of IL-6 secretion following NaB treatment (Figure 14C). In HeLa cells, the shABL1-1 
shRNA clone was more effective at depleting c-Abl levels (Figure 14B, right panel). Similar to 
normal cells, even though that overall secretion levels were lower in HeLa cells, IL-6 secretion 
measured in untreated cells was encouraged by c-Abl knockdown when compared to shGFP3 
controls and secretion after NaB treatment remained unchanged, or was stimulated in clone 
shABL-6 (Figure 14C). Importantly, reduction of MRN complex activity and ATM signalling 
using shNBS1 [36] was sufficient to reduce both basal levels and chromatin stress stimulated 
levels of IL-6, either in normal or cancer cells, revealing that the DDR regulates SASP induced 
by chromatin stress in both cell types (Figure 14C). Taken together, the results obtained with 
genetic reduction of c-Abl levels confirm the conclusions obtained with imatinib, namely that c-
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Abl is not necessary for chromatin stress induced inflammatory secretion. We then considered 
relative cell counts following chromatin stress treatment in this context (Figure 14D) and unlike 
what was observed in normal cells using imatinib alone, both shABL1 clones displayed a cell 
growth reduction and synergized to further enhance NaB-induced growth arrest. Together, these 
results in normal and cancer cells lines suggest that instead of acting as a positive regulator of 
senescence phenotypes c-Abl is an inhibitor of at least specific senescence-associated phenotypes 
such as growth arrest and the SASP. Overall, these findings offer some clarification regarding the 
chromatin-stress associated inflammatory secretion response and suggest that SASP regulation 
may be c-Abl-independent despite being Tip60 and DDR-mediated in normal and cancer cells. 
 
Finally, as oncogene activation is an important mechanism for senescence and 
tumorigenesis [37, 38], involvement of c-Abl in the oncogene induced senescence (OIS) pathway 
should be tested. Given the important goal of regulating the SASP in vivo following cancer 
treatment, it would be useful to also test the most recent c-Abl inhibiting drugs nilotinib and 
dasatinib, that are currently showing convincing results in cancer treatment clinical trials [39, 40]. 
It is also intriguing that our results suggest a secretion mechanism that seems to exclude c-Abl, 
despite being DDR and Tip60-mediated. Characterizing SASP regulation, especially in a 
chromatin-remodelling context, could improve our understanding of this cellular process. Finally, 
identifying genes that mediate SASP response can reveal possibilities for developing drugs that 
can modulate its positive and negative effect on tumour progression. 
  
  76 
FIGURE LEGENDS  
According to Oncogene reports instructions to authors, the Materials and methods section is 
included in figure legends. 
 
Figure 11. Chromatin stress-induced IL-6 secretion is not altered by imatinib in normal and 
cancer cells. A) Assessment of IL-6 secretion in BJ-U and HeLa cells treated with imatinib 
(Sigma-Aldrich) 1 µM and/or NaB 2  mM (Sigma-Aldrich) for 72h; B) following irradiation 
using either 0 or 10 Gray (Gy), treated with imatinib 1 µM, and/or p38 inhibitor (SB203580) at 
10 µM; C) following treatment with increasing doses of imatinib from 0,25 µM to 4 µM. BJ-U 
cells and HeLa cells were obtained from Judith Campisi (Berkeley University, San Francisco) 
and Estelle Schmitt (Institut du Cancer de Montréal, Montréal) respectively. Cells were grown in 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium plus 8% FBS at a density of 1500 cells/well in 96 wells 
plates. Conditioned media were collected without serum from 54-72h and IL-6 levels were 
measured using Human IL-6 ELISA kit (BD OptEIA cat#555220). Data was normalized for 
cellular count/well based on DRAQ5-measured total cellular DNA content (see Figure 13 for 
details on acquiring quantitative DRAQ5 data). Error bars indicate s.e.m. (n=3). *p value <0.05, 
**p value <0.01, ns = not statistically significant (Student’s t-test). 
 
Figure 12. Prolonged and effective imatinib-mediated c-Abl inhibition. 
A) Immunoblotting analysis of c-Abl in HeLa cells treated with a single dose of imatinib (Sigma-
Aldrich) 1 µM. Cells lysates were harvested at the indicated times from 1 h to 48 h and western 
blot showing levels of the indicated proteins was performed using antibodies against c-Abl (Cell 
Signaling #2862) and GAPDH (Cell Signaling no.2118) was used as a loading control. HeLa 
cells were grown in Dulbecco’s Modified Eagle Medium plus 8% FBS at the 100000 cells/wells 
in 6-wells plates. B) Assessment of IL-6 secretion in HeLa cells treated with imatinib (Sigma-
Aldrich) 1 µM and/or NaB 2 mM every 12 or 24 hours, for a total of 72h. Cells were grown in 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium plus 8% FBS at the density of 1500 cells/well in 96 wells 
plates and conditioned media were collected without serum from 54-72h. IL-6 levels were 
measured using Human IL-6 ELISA kit (BD OptEIA cat#555220). Data was normalized for 
cellular count/well based on DRAQ5-measured total cellular DNA content. Error bars indicate 
s.e.m. (n=3). *p value <0.05, **p value <0.01, ns = not statistically significant (Student’s t-test). 
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Figure 13. Imatinib-mediated c-Abl inhibition causes cell growth arrest in normal and 
cancer cells 
A) Assessment of cellular growth in BJ-U and HeLa cells treated with imatinib (Sigma-Aldrich) 
1 µM and/or NaB 2 mM for 72h; B) following increasing treatment time from 0h to 72h; C) 
following irradiation using either 0 or 10 Gy and/or treated with imatinib 1 µM. BJ-U cells and 
HeLa cells were grown in Dulbecco’s Modified Eagle Medium plus 8% FBS at the density of 
1500 cells/well in 96 wells plates. Relative cellular counts were obtained using a DRAQ5 total 
cellular staining (5mM Cell Signaling #4084) at 1:10000 for one hour at room temperature. 
Fluorescent signal was measured at 700 nm using a LICOR scanner. Trim mean data was 
analyzed. Error bars indicate s.e.m. (n=3). *p value <0.05, **p value <0.01, ns = not statistically 
significant (Student’s t-test). 
 
Figure 14. Chromatin-stress induced IL-6 secretion is c-Abl-independant. 
A) Validation of stable cell lines expressing shRNAs, targeting the indicated proteins. Briefly, 
cell were transduced at en efficiency of 95% as previously described [1, 3], using lentiviruses 
acquired from Open Biosystem encoding shRNAs against ABL1 (Clone 1 #TRCN0000121277 
5'-TTTGAAATGCTTCAAGAACTC-3'; Clone 2 #TRCN0000010289 5'-
CTATGTCACTCACGGTAATTA-3' ; Clone 3 #TRCN0000121170 5'-
AAGCTCCCGGAGATTATTCTC-3' ; Clone 4 #TRCN0000039900 5'-
AAAGGCTTGGTGGATTTCAGC-3' ; Clone 5 #TRCN0000001499 5'-
AAACGTAGGTAGTAGAGCTGG-3' ; Clone 6 #TRCN0000121097 5'-
TACTTTGTCTTAGAGGAGTGG-3'), GFP3 (#RHS4459 Open Biosystems, non-targeting 
shRNA control), and NBS1 (#TRC0000010393 5'-AAGAGTGGCTAAGGCAGGAA-3'). Cells 
were then selected in puromycin and used immediately within 10 population doublings. Gene 
expression was quantified at the mRNA level using SYBR Green quantitative RT-PCR 
(Invitrogen 11762-500 kit) for six BJ-U shABL1 cell clones. Total RNA was isolated using 
Trizol Reagent (Invitrogen) from growing cells. Quantification of ABL1 expression in BJ-U cell 
lines was assessed by reverse transcriptase reaction using ABL1 primers 5’-
ACTTCATCCACAGAGATCTTG-3’(forward) and 5’-ACTTGATGGAGAACTTGTTGTA-3’ 
(reverse) in triplicates. Samples were normalized for 18S RNA expression. Values of ABL1 
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expression in different shRNA clones is reported as fold change compared to expression levels in 
the control shGFP3 BJ-U clone. B) Immunoblotting analysis of c-Abl protein in BJ-U and HeLa 
cells following stable introduction of ABL1 or control GFP shRNA. Western Blotting was 
performed using antibodies against c-Abl (Cell Signaling #2862) and GAPDH (Cell Signaling 
#2118) as loading control. C) and D) Assessment of IL-6 secretion and relative cellular count of 
BJ-U cells and HeLa cells. Cells were grown in Dulbecco’s Modified Eagle Medium plus 8% 
FBS at the density of 1500 cells/well in 96 wells plates and were treated with NaB 2 mM for 72h. 
Conditioned media were collected without serum from 54-72h and IL-6 levels were measured 
using Human IL-6 ELISA kit (BD OptEIA cat#555220). Relative cellular counts were obtained 
using a DRAQ5 total cellular staining (5mM Cell Signaling #4084) at 1:10000 for one hour at 
room temperature. Fluorescent signal was measured at 700 nm using a LICOR scanner. Trim 
mean data was analyzed. Error bars indicate s.e.m. (n=3). *p value <0.05, **p value <0.01, ns = 
not statistically significant (Student’s t-test). 
 
  79 






























































DMSO NaB 2 mM 
   Imatinib             -    +           -    + 





























































   Imatinib             -          -          +    Imatinib            -       -         +         - 

































































































































DMSO NaB 2 mM 
   Imatinib            -    +            -     + 
DMSO NaB 2 mM 





























































































   Imatinib           -     +              -     +    Imatinib            -     +              -     + 
































   Imatinib               -              -             +    Imatinib            -           -          +       





























































































































































































































































1. Rodier, F., et al., Persistent DNA damage signalling triggers senescence-associated 
inflammatory cytokine secretion. Nat Cell Biol, 2009. 11(8): p. 973-9. 
2. Rodier, F. and J. Campisi, Four faces of cellular senescence. J Cell Biol, 2011. 192(4): 
p. 547-56. 
3. Rodier, F., et al., DNA-SCARS: distinct nuclear structures that sustain damage-
induced senescence growth arrest and inflammatory cytokine secretion. J Cell Sci, 
2011. 124(Pt 1): p. 68-81. 
4. Freund, A., et al., Inflammatory networks during cellular senescence: causes and 
consequences. Trends Mol Med, 2010. 16(5): p. 238-46. 
5. Coppe, J.P., et al., The senescence-associated secretory phenotype: the dark side of 
tumor suppression. Annu Rev Pathol, 2010. 5: p. 99-118. 
6. Coppe, J.P., et al., Senescence-associated secretory phenotypes reveal cell-
nonautonomous functions of oncogenic RAS and the p53 tumor suppressor. PLoS Biol, 
2008. 6(12): p. 2853-68. 
7. Young, A.R. and M. Narita, SASP reflects senescence. EMBO Rep, 2009. 10(3): p. 
228-30. 
8. Krtolica, A., et al., Senescent fibroblasts promote epithelial cell growth and 
tumorigenesis: a link between cancer and aging. Proc Natl Acad Sci U S A, 2001. 
98(21): p. 12072-7. 
9. Kuilman, T., et al., Oncogene-induced senescence relayed by an interleukin-dependent 
inflammatory network. Cell, 2008. 133(6): p. 1019-31. 
10. Cahu, J., S. Bustany, and B. Sola, Senescence-associated secretory phenotype favors 
the emergence of cancer stem-like cells. Cell Death Dis, 2012. 3: p. e446. 
11. Pazolli, E., et al., Chromatin remodeling underlies the senescence-associated secretory 
phenotype of tumor stromal fibroblasts that supports cancer progression. Cancer Res, 
2012. 72(9): p. 2251-61. 
12. Freund, A., C.K. Patil, and J. Campisi, p38MAPK is a novel DNA damage response-
independent regulator of the senescence-associated secretory phenotype. EMBO J, 
2011. 30(8): p. 1536-48. 
13. Wagner, M., et al., Histone deacetylases in replicative senescence: evidence for a 
senescence-specific form of HDAC-2. FEBS Lett, 2001. 499(1-2): p. 101-6. 
14. Mathew, O.P., K. Ranganna, and F.M. Yatsu, Butyrate, an HDAC inhibitor, stimulates 
interplay between different posttranslational modifications of histone H3 and 
differently alters G1-specific cell cycle proteins in vascular smooth muscle cells. 
Biomed Pharmacother, 2010. 64(10): p. 733-40. 
15. Pospelova, T.V., et al., Pseudo-DNA damage response in senescent cells. Cell Cycle, 
2009. 8(24): p. 4112-8. 
16. Terao, Y., et al., Sodium butyrate induces growth arrest and senescence-like 





17. Sun, Y., X. Jiang, and B.D. Price, Tip60: connecting chromatin to DNA damage 
signaling. Cell Cycle, 2010. 9(5): p. 930-6. 
18. Kaidi, A. and S.P. Jackson, KAT5 tyrosine phosphorylation couples chromatin sensing 
to ATM signalling. Nature, 2013. 498(7452): p. 70-4. 
19. Taagepera, S., et al., Nuclear-cytoplasmic shuttling of C-ABL tyrosine kinase. Proc 
Natl Acad Sci U S A, 1998. 95(13): p. 7457-62. 
20. Meltser, V., M. Ben-Yehoyada, and Y. Shaul, c-Abl tyrosine kinase in the DNA 
damage response: cell death and more. Cell Death Differ, 2011. 18(1): p. 2-4. 
21. Kharbanda, S., et al., Activation of the c-Abl tyrosine kinase in the stress response to 
DNA-damaging agents. Nature, 1995. 376(6543): p. 785-8. 
22. Shaul, Y., c-Abl: activation and nuclear targets. Cell Death Differ, 2000. 7(1): p. 10-6. 
23. Sawyers, C.L., et al., The nuclear tyrosine kinase c-Abl negatively regulates cell 
growth. Cell, 1994. 77(1): p. 121-31. 
24. Furstoss, O., et al., c-Abl is an effector of Src for growth factor-induced c-myc 
expression and DNA synthesis. EMBO J, 2002. 21(4): p. 514-24. 
25. Sirvent, A., C. Benistant, and S. Roche, Cytoplasmic signalling by the c-Abl tyrosine 
kinase in normal and cancer cells. Biol Cell, 2008. 100(11): p. 617-31. 
26. Acosta, J.C., et al., A complex secretory program orchestrated by the inflammasome 
controls paracrine senescence. Nat Cell Biol, 2013. 15(8): p. 978-90. 
27. Baskar, R., Emerging role of radiation induced bystander effects: Cell communications 
and carcinogenesis. Genome Integr, 2010. 1(1): p. 13. 
28. Gomez-Millan, J., et al., The importance of bystander effects in radiation therapy in 
melanoma skin-cancer cells and umbilical-cord stromal stem cells. Radiother Oncol, 
2012. 102(3): p. 450-8. 
29. Prise, K.M. and J.M. O'Sullivan, Radiation-induced bystander signalling in cancer 
therapy. Nat Rev Cancer, 2009. 9(5): p. 351-60. 
30. Vigushin, D.M. and R.C. Coombes, Histone deacetylase inhibitors in cancer 
treatment. Anticancer Drugs, 2002. 13(1): p. 1-13. 
31. Buchdunger, E., et al., Inhibition of the Abl protein-tyrosine kinase in vitro and in vivo 
by a 2-phenylaminopyrimidine derivative. Cancer Res, 1996. 56(1): p. 100-4. 
32. Goldman, J.M. and B.J. Druker, Chronic myeloid leukemia: current treatment options. 
Blood, 2001. 98(7): p. 2039-42. 
33. Hantschel, O. and G. Superti-Furga, Regulation of the c-Abl and Bcr-Abl tyrosine 
kinases. Nat Rev Mol Cell Biol, 2004. 5(1): p. 33-44. 
34. Krause, D.S. and R.A. Van Etten, Tyrosine kinases as targets for cancer therapy. N 
Engl J Med, 2005. 353(2): p. 172-87. 
35. Yuan, Z.M., et al., Regulation of DNA damage-induced apoptosis by the c-Abl tyrosine 
kinase. Proc Natl Acad Sci U S A, 1997. 94(4): p. 1437-40. 
36. Uziel, T., et al., Requirement of the MRN complex for ATM activation by DNA 
damage. EMBO J, 2003. 22(20): p. 5612-21. 
37. Weinstein, I.B. and A.K. Joe, Mechanisms of disease: Oncogene addiction--a rationale 
for molecular targeting in cancer therapy. Nat Clin Pract Oncol, 2006. 3(8): p. 448-57. 
38. Courtois-Cox, S., S.L. Jones, and K. Cichowski, Many roads lead to oncogene-induced 
senescence. Oncogene, 2008. 27(20): p. 2801-9. 
39. Deguchi, Y., et al., Comparison of imatinib, dasatinib, nilotinib and INNO-406 in 





40. Finn, R.S., et al., Dasatinib, an orally active small molecule inhibitor of both the src 
and abl kinases, selectively inhibits growth of basal-type/"triple-negative" breast 













La sénescence cellulaire demeure un sujet d’actualité, malgré sa découverte il y a bientôt 50 
ans par Hayflick. Tel que décrit au cours de ce mémoire, il s’agit d’un mécanisme pouvant 
avoir un réel impact dans la progression et bien sûr la thérapie du cancer. C’est entre autre via 
le PSAS qui accompagne la sénescence que celle-ci peut induire des effets positifs ou négatifs 
en ce qui a trait à la progression tumorale. Compte tenu de l’importance d’un tel mécanisme, 
et des potentielles nouvelles cibles de traitement que l’action et la régulation du PSAS 
pourraient offrir, son étude dans le cadre de ma maîtrise était toute indiquée. 
 
Mes travaux de maîtrise se sont divisés en deux parties. Afin d’étudier l’effet du PSAS sur 
l’induction de la sénescence dépendante de la RDA, j’ai d’abord vérifié si le 
microenvironnement cellulaire pouvait influencer le niveau critique de dommages à l’ADN 
requis afin d’engendrer un arrêt de croissance dans des cellules normales. Ensuite, la 
régulation du PSAS constituait un autre aspect important à aborder puisqu’il est connu qu’un 
profil de sécrétion inflammatoire est obtenu à la suite d’un stress à la chromatine. En fait, 
l’HAT Tip60 a été identifié comme un acteur nécessaire de cette voie, et je me suis attardée à 
décrire l’implication de la protéine c-Abl dans son activation. 
 
Partie I  
Le premier objectif de mes travaux de recherche avait pour but de déterminer l’effet du 





me suis attardée à définir s’il existait une synergie entre le microenvironnement inflammatoire 
et les dommages à l’ADN engendrés par un raccourcissement naturel des télomères et par une 
dysfonction télomérique. La présence d’une telle synergie aurait pu être approfondie en 
déterminant si elle permettait d’accentuer l’arrêt de croissance et éventuellement induire la 
sénescence. Étant donné que le raccourcissement des télomères est depuis longtemps reconnu 
pour induire la RDA, qui à son tour entraine l’établissement du phénotype sénescent, nous 
avons utilisé ce mode d’induction de la sénescence pour l’étude. Puisque des évidences 
avaient montré que le PSAS a un effet de renforcement de la sénescence et peut induire ce 
même état dans des cellules adjacentes, nous avons souhaité vérifier la synergie de ce 
phénotype sécrétoire avec les dommages à l’ADN induits par la dysfonction télomérique afin 
d’engendrer un arrêt de croissance. 
Afin d’approfondir la compréhension de l’effet du PSAS sur l’établissement dans des 
cellules dont l’ADN est endommagé, nous avons d’abord vérifié son impact sur la sénescence 
induite par la dysfonction télomérique dans différents modèles.  
 
1. Effet du microenvironnement inflammatoire et le raccourcissement des 
télomères sur l’arrêt de croissance 
La sénescence réplicative a été décrite pour la première fois en 1965 comme un 
mécanisme suppresseur par Hayflick. Il est maintenant compris que cette réponse cellulaire 
existe afin d’empêcher la prolifération de cellules dont le génome est endommagé. Bien qu’il 





un important puisqu’elle peut être induite par un mécanisme dont on ne peut se passer : la 
réplication de notre ADN.  
Pour valider l’induction de la sénescence dans les cellules, plusieurs paramètres pouvaient 
être utilisés, mais notre choix s’est arrêté à la mesure de l’arrêt de la croissance cellulaire. Bien 
qu’elle ne soit pas spécifique à la sénescence, l’arrêt de la prolifération s’avère être une 
caractéristique essentielle dans cet état cellulaire. C’est pourquoi la mesure de la prolifération 
cellulaire, via la technique de marquage de l’ADN au DRAQ5 fut sélectionnée. Afin de voir 
l’effet d’un microenvironnement inflammatoire sur la capacité de cellules d’entrer en 
sénescence, nous avons utilisé le milieu conditionné de fibroblastes sénescents. Ainsi, il était 
possible d’observer l’implication globale des différents facteurs présents dans ce sécrétome 
sur l’induction de la sénescence. Il aurait été possible d’explorer l’effet engendré par un 
facteur précis ou un groupe de facteur. Toutefois, étant donné l’action contradictoire du 
sécrétome des cellules sénescentes sur la prolifération des cellules cancéreuses, nous tenions à 
utiliser un PSAS complet. En exposant les cellules au milieu conditionné de fibroblastes 
sénescents, nous souhaitions reproduire un microenvironnement inflammatoire. L’expérience 
consistait à traiter les cellules en culture au PSAS, et à comparer son effet sur la prolifération 
au milieu conditionné de cellules non sénescentes, le NS. 
Dans le but de vérifier l’effet de synergie sur l’arrêt de croissance engendré par la 
dysfonction télomérique et le microenvironnement inflammatoire, nous avons d’abord utilisé 
des fibroblastes HCA2 à différents doublements de population. Il est connu qu’au fil des 
doublements de populations et des réplications de l’ADN, les télomères des cellules s’érodent 
[28, 51]. Le raccourcissement fait d’ailleurs en sorte que le télomère ne peut plus coiffer 





risque de perdre du matériel génétique lors de ses divisions, et plus elle active la RDA au site 
de ces télomères raccourcis. De la même manière, on peut donc dire qu’au fur à mesure que le 
PD des cellules augmente, les télomères deviennent courts et l’intensité de la RDA, de façon 
inversement proportionnelle, s’accroit également. 
Les données de prolifération ont bien montré que la longueur des télomères, traduite par le 
nombre de doublements de population, influence la croissance cellulaire. Par rapport à 
l’influence du PSAS sur la prolifération de ces cellules, nous comptions observer 
l’accentuation du ralentissement induit par le raccourcissement des télomères et 
l’augmentation de la RDA normalement retrouvé dans les cellules présénescentes à PD 64,29. 
La présence de PSAS entraine plutôt un effet pro-prolifératif, mais celui-ci ne se distingue pas 
de celui engendré par le NS, milieu conditionné par des cellules non sénescentes. La capacité 
d’augmenter la prolifération engendrée par le milieu conditionné de cellules non sénescentes 
est très bien documenté et est reconnu dans plusieurs types cellulaires [194, 195]. Même dans 
les cellules présénescentes dont la prolifération est plutôt lente comme dans la Figure 6, l’effet 
pro-prolifératif du NS est retrouvé.  
Par ailleurs, le PSAS contient lui-même plusieurs facteurs de croissance, tels qu’énumérés 
plus haut. De plus, même si l’effet pro-prolifératif préalablement rapporté était observé dans 
un contexte de tumorigenèse [152, 181], il n’en reste pas moins que la composante soluble du 
PSAS regroupe des facteurs de croissance en plus de cytokines, et peut donc expliquer 
l’augmentation de la prolifération observé dans notre contexte cellulaire expérimental.  
À ce sujet, il est nécessaire de rapporter que le sécrétome des cellules change avec 





l’existence et l’impact d’un tel changement sur le PSAS ainsi que le milieu conditionné de 
cellules non sénescentes NS en relation avec la présence de sérum. Une des questions serait de 
savoir si les cellules non sénescentes sécrètent davantage de facteurs anti-prolifératifs lors de 
la collection de milieu en absence de sérum que les cellules sénescentes. Il est connu que le 
PSAS issu de cellules sénescentes permet le maintien de l’activation de p53, dont le 
renforcement autocrine de la sénescence, via un réseau inflammatoire impliquant la voie de 
signalisation du récepteur IL-8 (CXCR2) [169]. De plus, le groupe d’Acosta a démontré en 
2013 que l’induction de la sénescence pouvait se faire de manière paracrine également, via 
l’activation de plusieurs voies de signalisation des récepteurs du TGF-β, VEGF et CCR2, par 
les facteurs présents dans le PSAS [170]. Pour cette raison, je ne crois pas que les cellules 
sénescentes ne sécrètent pas les protéines impliquées dans l’arrêt du cycle cellulaire. Selon 
moi, il est possible que l’équilibre des facteurs anti-prolifératifs et pro-prolifératifs de PSAS 
puisse pencher d’un côté en particulier. Il faut aussi noter que le NS entraine lui aussi un effet 
pro-prolifératif, dans les résultats présentés dans ce mémoire (Figure 6), mais également dans 
la littérature [194]. Bien que ce ne soit pas dans un contexte d’étude de la sénescence, cet 
article montre que le milieu conditionné (obtenu en absence de sérum pendant 24h) 
d’ostéocytes promeut la prolifération de cellules souches mésenchymateuses de la moelle 
osseuse. Ainsi, pour une telle question, il s’agirait de vérifier s’il y a effectivement un 
changement dans les facteurs composant le sécrétome des cellules en absence ou présence de 
sérum. 
L’effet observé pour les cellules ayant des télomères courts traitées au PSAS était 
inattendu. Il est connu que le PSAS renforce la RDA déjà présente dans les cellules. 





pour la sénescence induite par l’activation oncogénique [169, 170]. Le modèle utilisé diffère 
donc du nôtre, qui utilise plutôt la dysfonction télomérique comme inducteur de la sénescence. 
De plus, ce même groupe regardait la capacité du sécrétome inflammatoire à soutenir la 
sénescence déjà présente dans la cellule, alors que nous souhaitions plutôt connaître ses effets 
par rapport à l’entrée de la sénescence. En fait, nous avons regardé l’effet du traitement au 
PSAS sur la prolifération cellulaire pour des durées de traitement assez courtes, ce qui ne 
laisse pas le temps au phénotype sénescent complet de s’installer. Toutefois, tel qu’affirmé 
plus haut, l’arrêt de croissance est normalement la première caractéristique apparaissant à la 
suite de l’activation du mécanisme de la sénescence. Ainsi, en l’absence d’effet sur ce 
paramètre primordial de la sénescence, nous avons jugé impertinent de vérifier si le PSAS 
pouvait influencer les autres aspects comme la sécrétion de cytokines.  
 
Une autre raison qui pourrait expliquer les résultats obtenus avec notre modèle de 
raccourcissement télomérique tient compte de l’aspect chronique de ce type de dommages. 
Effectivement, il est possible que les cellules voient leurs dommages à l’ADN aux télomères 
comme des insultes chroniques et élaborent donc un mécanisme d’adaptation. Pour vérifier 
l’effet chronique, nous avons répété le tout dans des cellules exprimant la télomérase. Tel 
qu’expliqué plus haut, la télomérase permet, grâce à un modèle ARN inséré dans sa structure, 
d’ajouter des nucléotides aux télomères après la réplication, si bien qu’ils ne s’écourtent 
jamais. Comparé aux cellules ayant des télomères moyens, nous supposions que les HCA2-
hTERT présenteraient une intensité de RDA moins importante. Parallèlement, notre hypothèse 
suggérait que si effet pro-prolifératif du PSAS il y avait, celui-ci serait plus prononcé dans les 





les immunofluorescences l’indiquent, les HCA2-hTERT présentent beaucoup moins de RDA 
active que les HCA2-L3P, ce qui concorde avec la relation entre la longueur des télomères et 
le niveau de RDA précédemment émise. Ensuite, le traitement des cellules au PSAS n’a pas 
affecté le nombre relatif de cellules positives pour plus de 3 foyers de dommage à l’ADN. 
Aucune évidence n’a été publiée par rapport à l’induction de dommages à l’ADN par le PSAS. 
Selon ce qui est connu, le PSAS favorise plutôt le maintien de l’activation de p53. Ainsi le 
renforcement de la sénescence tel que démontré par le passé ne passerait pas par la RDA, mais 
préférablement par un réseau inflammatoire comme le suggère le groupe d’Acosta [169] 
Par rapport à ces données, il convient de préciser que l’acquisition des données présentées 
dans ce mémoire renferme certaines faiblesses. Le compte de cellules positives pour des 
foyers de dommages à l’ADN, a été réalisé de manière manuelle. Bien que ce dernier ait été 
effectué sur un nombre important de photos (entre 4 et 8 photos par condition expérimentale), 
et permette un bon échantillonnage, il ne prenait pas en compte l’augmentation de l’intensité 
des foci. En effet, il existe différentes tailles de foci pour 53BP1, et bien que le comptage ait 
été effectué de manière consistante, l’aspect manuel de la chose rend l’acquisition de donnée 
subjective. Ensuite, lors de l’élaboration des paramètres d’acquisition des données, il a été 
déterminé qu’une cellule dite « positive » devait présenter plus de 3 foyers de dommages à 
l’ADN. Un tel chiffre avait été préalablement déterminé dans le laboratoire du Dr. Rodier 
comme le niveau basal de RDA présent dans les fibroblastes sénescents ou approchant la 
sénescence [128]. Ensuite, une autre faille par rapport à l’évaluation de l’intensité de la RDA 
dans les cellules normales (HCA2-L3P) versus les cellules immortelles (HCA2-hTERT) 
concerne le choix du marqueur de foyer de dommages à l’ADN. Bien qu’il soit connu que 





la RDA, il ne s’agit pas du seul marqueur disponible. En effet, il aurait été possible d’utiliser 
γH2AX, qui est très sensible pour la détection de foyers de dommages à l’ADN [197]. La 
meilleure option aurait été de combiner ces deux marqueurs pour ne compter que les cellules 
présentant une co-localisation de γH2AX et 53BP1. Malgré les limitations techniques, le 
comptage réalisé montre une très forte différence entre les HCA2-L3P et les hTERT par 
rapport au pourcentage de cellules positives pour plus de 3 foci de 53BP1, qui ne varie pas 
avec la présence d’un microenvironnement inflammatoire 
En ce qui concerne les données de prolifération pour les cellules normales et immortelles 
traitées au PSAS, celles-ci confirment les résultats obtenus avec les cellules normales ayant 
des longueurs de télomères différentes. Sachant que l’EdU s’intègre à l’ADN lors de la 
synthèse de cette dernière pendant la phase S du cycle cellulaire, nous avons souhaité explorer 
l’influence du PSAS sur la capacité de division cellulaire des cellules. En fait, il aurait été plus 
avantageux d’effectuer un tel essai à la fin de la durée totale du traitement (par exemple à la 
fin des 48h prévues) plutôt qu’au début. Également, davantage d’informations auraient pu être 
tirées d’un plus long traitement à l’EdU. En effet, le pulse n’a duré que 8 heures, alors que les 
fibroblastes utilisés pour les essais ne se divisent qu’aux 48 heures environ (Annexe II) 
Toutefois, il est possible d’affirmer que l’expression de la télomérase dans les cellules HCA2-
hTERT ne leur donne pas un avantage prolifératif comparativement aux cellules normales, et 
que le rythme de division ne semble pas affecté par le microenvironnement inflammatoire. 
D’autres données de prolifération, obtenues par marquage au DRAQ5 ont montré le même 
profil de réponse lorsque les HCA2-L3P et les HCA2-hTERT sont traitées au PSAS ou au NS. 
Comme dans le modèle précédent, il aurait été permis de penser que la longueur des télomères 





synergiser avec les dommages présents. De plus, selon notre hypothèse, la présence de la 
télomérase, puisqu’elle protège les télomères de l’érosion progressive, aurait pu offrir aux 
cellules un avantage prolifératif. En effet, on retrouve une association de la télomérase et de 
hauts taux de prolifération dans des cellules pulmonaires cancéreuses, les cellules de muscle 
lisse vasculaire, les cellules cardiaques [198-200]. Cependant, il convient de préciser que ces 
observations ont été faites dans des contextes pathologiques complexes, ce qui ne correspond 
pas aux essais présentés dans ce mémoire. 
Une autre manière de vérifier l’effet du PSAS sur l’entrée en sénescence causée par le 
raccourcissement des télomères seraient d’effectuer les mêmes expériences, mais à plus long 
terme. Ainsi, mettre ces mêmes fibroblastes en culture lorsqu’ils sont à faibles PD en 
présence/absence de PSAS permettrait de voir l’influence de ce dernier sur la courbe de 
croissance des cellules. En plus, l’aspect de sensibilisation des cellules au PSAS pourrait être 
couvert avec ce type d’essai. Plus encore, s’il y avait un effet de sensibilisation du PSAS à la 
dysfonction télomérique induite par le raccourcissement des télomères pour cette même 
expérience, il serait intéressant par la suite de vérifier l’implication de facteurs inflammatoires 
contenus dans le PSAS dans l’induction de l’arrêt de croissance. 
Enfin, nous avons soulevé la possibilité que les dommages aux télomères soient moins 
dramatiques pour la cellule que ceux induits par d’autres stimuli, en ce sens qu’ils sont 
chroniques. D’ailleurs, la sénescence réplicative qu’ils entrainent se distingue de la sénescence 
prématurée causée par l’activation d’oncogènes, par la radiation ionisante, ou même par le 
stress à la chromatine. C’est pour cette raison que nous avons voulu étudier l’entrée en 






2. Effet du microenvironnement inflammatoire et la dysfonction 
télomérique sur l’arrêt de croissance 
Le système d’induction choisi, le TET-on repressor, permet d’avoir un contrôle sur le 
moment auquel les protéines TIN2dn et TRF2dn sont produites. Ainsi, l’ajout de doxycycline, 
un analogue de la tétracycline, inhibe le Tet repressor et entraine la libre expression de notre 
gène d’intérêt. Cependant, un désavantage de ce système concerne sa réversibilité. En effet, 
nous avons déterminé de façon arbitraire de renouveler les milieux et la doxycyline aux 48h. 
Or, après avoir déterminé par FACS la concentration de doxycyline permettant une expression 
adéquate, par la mesure des niveaux de GFP des cellules HCA2-TR2-GFP induites, nous 
aurions pu regarder la levée de l’inhibition du Tet repressor de la même manière. Une autre 
façon de voir l’efficacité de notre système d’induction, et de confirmer la concentration 
optimale de doxycycline aurait été d’effectuer les Western Blot directement pour les cellules 
que nous allions utiliser pour les expériences futures, soient les cellules inductibles pour -
TIN2dn, -TRF2, -p16. Cependant, bien que les Western Blot des deux premières protéines 
aient été faits au sein du laboratoire (voir Annexe I), dans le cadre de ma maîtrise, le choix 
d’utiliser le FACS pour cette optimisation s’est avéré judicieux puisque cette technique 
consiste en une mesure indirecte de l’induction des protéines d’intérêt, elle nécessite moins de 
matériel (pas d’anticorps), est plus rapide et est moins coûteuse.  
Si l’on s’attarde à l’optimisation de la concentration de sérum à utiliser en culture, il est 
possible d’observer que le sérum présent dans le milieu de culture de nos fibroblastes a une 





concentration de FBS moindre au 8% FBS habituellement utilisé dans le laboratoire du Dr. 
Rodier. À la lumière des résultats présentés dans la Figure 9, il a été déterminé qu’une 
concentration de 4% FBS, choisie pour l’ensemble des expériences réalisées dans cette partie 
de mémoire, diminue grandement la sécrétion d’un PSAS, tel que montré par la mesure des 
niveaux d’IL-6 dan le milieu conditionné de fibroblastes sénescents et non sénescents. En 
effet, le FBS est décrit comme un milieu « non défini » et contient de nombreux facteurs de 
croissance, vitamines et protéines [191]. Par ailleurs, il peut induire la sécrétion de cytokines, 
même dans les fibroblastes non sénescentes, tel que vu dans la Figure 9. Puisque l’objectif 
était d’ajouter le sécrétome inflammatoire, le PSAS dans le milieu de culture de cellules afin 
de voir son effet sur ces dernières, nous avons souhaité limiter la composante inflammatoire 
du sérum. Une alternative serait d’utiliser du milieu dit « défini » ou un milieu sans sérum. 
Pour ce faire, il faut adapter nos cellules à une culture sans sérum, ce qui pourrait s’effectuer 
en accord avec un protocole préalablement déterminé [201]. 
 
La validation du modèle de dysfonction télomérique inductible pour les dominants négatifs 
de TIN2 et TRF2 a confirmé l’efficacité du premier a causer un arrêt de croissance. 
Effectivement, TIN2dn négatif déstabilise le complexe shelterin et empêche la liaison entre 
TRF1/TRF2 et TPP1, comme décrit plus haut. Ainsi, la boucle T est dans l’incapacité de se 
former et les télomères deviennent dysfonctionnels. L’extrémité du chromosome, alors 
linéaire, se fait reconnaitre comme une cassure double brins de l’ADN, active la RDA qui 
induit alors un arrêt de prolifération. Toutefois, TRF2dn ne semble pas exercer son effet 
d’arrêt de croissance, malgré la confirmation protéique de son expression par Western Blot, 





l’expression de TRF2dn se fait de manière adéquate, mais que la séquence associée à la chaîne 
polypeptidique entraine un mauvais repliement de la protéine, affectant ainsi ses structures 
tertiaires et quaternaires. Ceci pourrait causer une incapacité de ce dominant négatif à interagir 
avec les cibles habituelles de la protéine TRF2 endogène. De plus, le fait que POT1 réprime 
l’activation d’ATR parallèlement à l’inhibition d’ATM par TRF2 normal laisse penser que 
l’utilisation du seul dominant négatif TRF2 ne réussit pas à lui seul à induire un arrêt de 
croissance perceptible. En effet, ATM ou ATR est requis afin d’initier une jonction 
d’extrémités non-homologues efficace [202]. 
D’un autre côté, peut-être que les durées de traitement appliquées, allant de 24 à 144h ne 
sont pas suffisantes. En fait, il serait pertinent de voir la stabilité de l’induction des dominants 
négatifs pour TIN2 et TRF2 dans le temps. L’induction de TRF2dn ne montre pas d’effet sur 
la prolifération des fibroblastes jusqu’à 96h, mais une différence entre les cellules induites à la 
doxycycline et les non traitées est visible à 144h, bien qu’elle ne soit pas marquée. Ainsi, on 
gagnerait à observer l’effet de l’induction des dominant négatifs pour TIN2 et TRF2 à plus 
long terme.  
Le modèle d’induction de dommages aux télomères permet d’avoir un certain contrôle et de 
causer des dommages aigus à l’ADN. Notre hypothèse suggérait que l’aspect aigu de notre 
modèle permettrait de mieux voir un effet de synergie du PSAS avec les dommages, afin 
d’induire un arrêt de croissance, et potentiellement la sénescence. La confirmation de présence 
de dommages à l’ADN a été effectuée par l’immunofluorescence d’un marqueur de la RDA, 
53BP1. La quantification n’a pas été faite, mais visuellement, il est possible de voir une 
augmentation des foyers de dommages, représentés par 53BP1, dans les cellules TIN2dn 





rapport à la sénescence réplicative, il serait intéressant de regarder le marquage d’autres 
acteurs de la RDA, comme le très sensible γH2AX.  
Sachant que l’induction de p16 induit la sénescence, nous avons utilisé des cellules 
inductible pour ce suppresseur de tumeur comme contrôle. Le même profil de réponse que 
dans les essais de sénescence réplicative a été retrouvé pour les HCA2-TIN2dn et HCA2-p16 
induits et traités au PSAS. Encore une fois, le PSAS n’a pas d’effet de synergie avec les 
dommages à l’ADN induits par le dominant négatif de TIN2. L’augmentation de la 
prolifération significative du PSAS comparée au NS n’a pas été retrouvée dans les différentes 
répétitions de cette expérience. Il s’agit sans doute de variabilité expérimentale.  
En ce qui concerne les perspectives par rapport à ces travaux de recherche, il serait 
important de se pencher sur les travaux de Acosta et al 2008. Ceux-ci présentaient 
l’implication du récepteur d’IL-8 CXCR2 dans le renforcement de la sénescence. Ainsi, il est 
permis de penser qu’une synergie du PSAS avec la RDA présente dans la cellule peut passer 
par cette même voie. Une telle association de cette chimiokine avec le maintien de la 
sénescence par la RDA avait même été rapportée [169, 203]. Cela concorde avec ce qu’Acosta 
a observé. Comme mentionné précédemment, il serait peut-être préférable d’observer l’effet 
du PSAS sur le maintien de la sénescence comme Acosta le fait, plutôt que sur son entrée. 
Également, d’autres stimuli d’induction de la sénescence pourraient être testés afin de vérifier 
la présence d’une synergie du PSAS avec l’induction de dommages à l’ADN, notamment par 
la radiation ionisante. Cette méthode entraine des cassures des brins d’ADN localisées 
aléatoirement dans le génome, contrairement aux dommages télomériques, qui sont restreints à 






De façon plus globale, il serait intéressant de regarder les paramètres qui pourraient faire 
varier les effets du PSAS. Par exemple, des essais par rapport à sa concentration dans le milieu 
de culture pourrait révéler la nécessité de niveaux nettement plus élevées pour induire un effet, 
quel qu’il soit. Par ailleurs, il est plus probable que l’absence d’effets observés dans nos 
différentes expériences soit due à notre modèle plutôt qu’au PSAS lui-même. Avec toutes les 
évidences préalablement discutées, montrant que la sécrétion inflammatoire des cellules 
sénescentes entraine une prolifération accrue dans les cellules malignes, il serait attendu 
d’observer un effet positif sur la prolifération. D’un autre côté, le PSAS est connu pour 
soutenir l’arrêt de croissance régulé par p53, après activation de la RDA. Étant donné ses 
qualités antagonistiques, il est possible que le PSAS engendre des effets contradictoires selon 
l’état de la cellule avec laquelle il est en contact. 
À la lumière des travaux effectués dans le cadre de ce mémoire, la notion de temps est 
également importante. Il serait intéressant de confirmer l’induction de la sénescence dans les 
cellules HCA2-TIN2dn en évaluant d’autres paramètres du phénotype sénescent à plus long 
terme comme le SA-β-galactosidase, l’activation prolongée de suppresseurs de tumeurs 
comme l’activation de p53 et p16INKa, l’accumulation de RB sous sa forme hypophosphorylée, 
la présence de corps nucléaires PML, la présence de SAHF, ainsi que la sécrétion d’un 
sécrétome inflammatoire. Ensuite, il s’agirait de confirmer l’action du PSAS dans le maintien 
de cet état sénescent. Pour ce faire, nous pourrions cibler certains acteurs de la signalisation 
inflammatoire initiée par IL-8. En utilisant un modèle d’ablation génétique, nous pourrions 





pourraient être ainsi évalués, notamment IL-6 ou IL-1α, puisqu’avec IL-8, elles soutiennent 
l’action d’arrêt du cycle cellulaire modulé par p53.  
 
Partie II  
Reconnaissant l’implication du remodelage de la chromatine dans la production du PSAS, 
il était naturel de s’y attarder. L’étude du mécanisme de régulation de la sécrétion 
inflammatoire suite à un stress à la chromatine était d’autant plus pertinente que des HDACi 
sont à présents utilisés en clinique comme drogue anti-cancéreuse [189]. Sachant que les effets 
du PSAS dans la progression tumorale sont encore mitigés, il est nécessaire de s’intéresser aux 
mécanismes qui régulent sa production. 
Ainsi, l’essai effectué consistait à induire un stress à la chromatine dans des fibroblastes 
BJ-U et des cellules cancéreuses HeLa, et vérifier si la sécrétion normalement engendrée est 
affectée par l’inhibition de c-Abl grâce à un traitement à l’imatinib. 
Pour valider l’effet de l’imatinib sur la sécrétion de PSAS après traitement au NaB, nous 
avons mesuré les niveaux de la cytokine IL-6 sécrétée dans le milieu. Plusieurs autres 
paramètres auraient pu être utilisés, tel qu’énumérés précédemment, mais IL-6 était le facteur 
tout indiqué. Il est connu pour être surexprimé dans les fibroblastes en sénescence ayant été 
induite par différents stimuli [137]. Toutefois, bien que ce facteur soit spécifique à la sécrétion 
du PSAS, il n’est pas exclu que c-Abl n’interfère pas dans la voie de production de cette 
cytokine particulière. Les mêmes essais pourraient donc être refaits avec un autre marqueur de 





Les résultats obtenus sont en contradiction avec ce qui était connu. Les résultats révèlent 
que NBS1, un participant essentiel du complexe MRN, semble nécessaire à la production 
d’IL-6 secondairement à un stress à la chromatine. Ainsi, nous pouvons supposer que le 
complexe MRN est recruté à la chromatine suite à un tel stress, et que ce recrutement initie par 
la suite la RDA, en absence de cassure double brins [98]. De son côté, bien que lui aussi 
reconnaisse l’implication du complexe MRN dans ce phénomène, le groupe de Kaidi et 
Jackson avait suggéré que c-Abl était requis pour l’activation de Tip60 après traitement au 
NaB, et que sa phosphorylation de Tip60 permettait à ce dernier d’activer ATM et les points 
de contrôle du cycle cellulaire subséquents. Bien que nous n’ayons pas tenté de reproduire les 
travaux de Kaidi et Jackson, nos résultats nous suggèrent autrement. La première des choses à 
souligner concerne la différence par rapport aux paramètres évalués par notre équipe et la leur. 
Leur groupe s’était attardé aux points de contrôle immédiats suivant l’activation de la RDA 
après le traitement au NaB, tandis que notre équipe observait l’effet sur la sénescence et son 
sécrétome, deux paramètres différents qui nécessitent un certain temps pour se développer. 
Pour cette raison, il serait intéressant de valider dans nos conditions les niveaux d’activation 
de ATM par immunobuvardage suite au traitement au NaB en absence ou présence d’imatinib.  
Ensuite, il convient de dire que l’efficacité de l’imatinib a été vérifiée de plusieurs façons, 
afin de soutenir la validité des résultats obtenus. D’abord, avec la détection protéique par 
Western Blot, les niveaux de c-Abl dans le temps ont été observés. À noter qu’il serait 
pertinent de déterminer la stabilité de cette protéine en mesurant sa demi-vie avec un 
inhibiteur de la traduction comme un cycloheximide. Ensuite, la diminution de prolifération de 
cellules traitées avec l’imatinib montre la capacité de la drogue à inhiber c-Abl et ses effets 





résultats de prolifération dans ces cellules ont présenté le même profil que dans les cellules 
sans shABL1 traitées à l’imatinib. Malgré ces diverses méthodes pour attester de l’inhibition 
de c-Abl, la confirmation finale serait de démontrer l’inhibition de l’activation de c-Abl par 
l’imatinib. En effet, deux résidus tyrosines sont phosphorylés lorsque c-Abl activé, Y412 et 
Y245 [109]. Ainsi l’inactivation de c-Abl serait montrée par un faible signal de c-Abl 
phosphorylé en Y412, marque importante pour l’activité puisque ce résidu est situé dans la 
boucle catalytique, et en Y245, qui est requise pour l’activation complète de la protéine. À 
noter cependant que les niveaux de c-Abl inactifs ne sont que peu ou pas phosphorylés. 
L’activation de c-Abl par radiation ionisante ou autre stress génotoxique permettrait donc une 
évaluation plus juste et claire. 
L’activation de Tip60 par c-Abl via phosphorylation pourrait être vérifiée par 
immunoprécipitation. En fait, il s’agirait d’immunoprécipiter Tip60 avec un anticorps anti-
groupement phosphate total, dans des cellules pour lesquels c-Abl a été délété par ablation 
génétique par exemple. Cela viendrait certainement éclaircir si c-Abl est effectivement 
nécessaire à l’activation de Tip60 et donc impliqué dans la signalisation que ce dernier induit. 
D’autres aspects de ces travaux gagneraient à être approfondis, notamment l’implication 
de c-Abl dans les autres mécanismes de production du PSAS. Le présent mémoire montre les 
résultats pour les essais d’induction de la sénescence par stress à la chromatine et radiation 
ionisante, mais d’autres stimuli existent. En effet, même si c-Abl ne semble pas impliqué dans 
notre modèle, il est possible que c-Abl agisse dans la RDA en favorisant l’activité de p53 
après activation oncogénique par exemple. Des expériences, utilisant la forme oncogénique de 
RAS permettraient de confirmer si c-Abl est impliqué dans ce type d’induction de la 





d’infecter les cellules avec la forme oncogénique de cette kinase et d’observer l’effet sur 
l’entrée en sénescence et sur la production d’un PSAS. Lors d’un tel traitement, ATM active 
c-Abl qui lui participe à l’accumulation de p53, neutralise l’ubiquitylation et la dégradation de 
p53 par MDM2 [204]. Ainsi, sachant que p53 est un acteur principal de la sénescence requis 
afin d’induire l’arrêt de croissance cellulaire sans toutefois être nécessaire à la production du 
PSAS suite à l’activation de la RDA [128, 130, 137], il pourrait être pertinent de vérifier si c-
Abl est requis pour une telle voie. Ceci est d’autant plus intéressant que plusieurs inhibiteurs 
de c-Abl sont déjà connus, dont l’imatinib qui est déjà utilisé en clinique.  
Finalement, étant donné la récente association de l’HAT Tip60 avec le mécanisme 
d’induction de la sénescence par le stress à la chromatine, la suite des choses serait d’explorer 
l’implication d’autres HAT comme KAT2, KAT3A, KAT3B et KAT8 par modèle d’ablation 
génétique. Ces protéines sont d’autres histones acétyltransférases que Tip60/KAT5 qui 
pourraient être impliquées dans le mécanisme d’induction de la sénescence par le stress à la 
chromatine, bien qu’une telle implication n’ait pas été rapportée directement [205]. Plutôt, il a 
été rapporté que plusieurs KATs, dont KAT2, KAT3A, KAT3B et KAT8, pouvaient avoir un 
lien avec la tumorigenèse, en permettant l’activation de la transcription de plusieurs 
suppresseurs de tumeurs comme BRCA1, p53, pRB , activation d’oncogène comme c-Myc ou 
Myb, et E2F [205]. Étant donné leur implication rapportée de la sénescence dans la 
tumorigenèse, l’étude de potentiels de ces acteurs dans l’induction de la sénescence par le 
stress à la chromatine est des plus pertinentes. Ainsi, après traitement au sodium butyrate, les 
diverses caractéristiques de la sénescence pourraient être évaluées. Par ailleurs, la possibilité 







La sénescence est connue pour influencer de nombreux processus physiologiques et 
pathologiques, comme le cancer. D’ailleurs, on suspecte à présent le PSAS d’avoir des effets 
pro- et anti-tumoraux, bien qu’il ne soit pas possible pour le moment de définir l’effet 
prédominant. D’ailleurs, malgré l’intérêt grandissant que présente le PSAS pour la recherche 
contre le cancer entre autres, plusieurs notions restent à être élucidées. Ses effets sur 
l’induction de la sénescence dans les cellules environnantes de cellules sénescentes, de même 
que sa régulation par des cibles identifiées récemment, ne sont que des exemples d’avenues de 
recherches qui doivent encore être explorées. 
Dans le cadre de ce mémoire, nous avons démontré que le PSAS ne synergise pas avec la 
dysfonction télomérique pour induire un arrêt de croissance, et possiblement la sénescence. À 
la fois par la sénescence réplicative avec le raccourcissement télomérique naturel, que par un 
modèle d’induction de dommages aigus aux télomères, il nous a été impossible d’observer un 
effet du PSAS sur la prolifération cellulaire se distinguant de celui causé par le sécrétome de 
cellules non sénescentes. De façon parallèle, nous avons montré certaines évidences 
permettant l’élimination d’une voie potentielle de la signalisation responsable de l’induction 
de la sénescence et plus particulièrement du PSAS, après un stress à la chromatine. 
Contrairement à ce qui avait été préalablement publié, nous avons démontré que c-Abl n’est 
pas nécessaire à cette voie. Notons cependant que plusieurs validations, par exemple quant à 
l’activation de c-Abl et de ses cibles, ainsi que la vérification dans d’autres modèles cellulaires 







Mon travail permet d’éclaircir les mécanismes à la base de l’action et de la régulation du 
PSAS dans les contextes différents de sénescence induite par dysfonction télomérique et par 
stress à la chromatine. Étant donné la variété de stimuli pouvant initier la sénescence, 
notamment la radio- ou la chimiothérapie, et son implication indéniable dans la progression 
tumorale, l’étude de ce processus cellulaire est d’actualité. L’investigation est d’autant plus 
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Cette figure est une gracieuseté de Sabrina Ghadaouia, étudiante à la maîtrise dans le laboratoire de Francis Rodier. Elle a 
effectué les manipulations requises à sa réalisation. 
 
Figure 15. Validation de l’induction de l’expression des dominants négatifs TIN2 et TRF2 dans les 
cellules HCA2. L’induction des protéines TRF2dn et TIN2dn a été vérifiée dans les cellules HCA2-
TIN2dn et HCA2-TRF2dn traitées à la doxycycline (Dox) 20 mg/mL. Les lysats cellulaires ont été 
collectés aux temps indiqués à 48h et 96h. L’immunobuvardage a été effectué, utilisant un anticorps 
contre TIN2 et TRF2 et les niveaux de GAPDH ont été utilisés comme contrôle. 
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Figure 16. Courbe de croissance des cellules HCA2-hTERT. Les cellules HCA-2-
hTERT ont été cultivées en DMEM à 8% FBS pendant le nombre de jours indiqué. Le 
compte cellulaire a été effectué en marquant l’ADN des cellules au bleu de Trypan afin 
de pouvoir calculer le doublement de la population. 

  
 

  
 
 
